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si se desea, una secuencia de addo nucleico que codiiBca para un p6ptid6 susceptible de 
ser utilizado con fines de aislamiento o purificaci6n del pfiptido o protefna de fusi6n. Por 
tanto, en una realizaci6n particular, la construcci6n de ADN de la invenci6n contiene, si se 
desea, una quinta secuencia de acido nucleico que codifica para un p^ptidp susceptible de 
5 ser utilizado con tines de aislamiento o purif[caci6n. 

PrScticamente cualquier p6ptido o secuencia peptidica que permita el aislamiento o 
purificaci6n del p6ptido o proteina de fiisidn puede ser utilizada, por ejemplo, una 
secuencia de polihistidina, o una secuencia peptldica reconocida por un anticuerpo 
monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de fusi6n resultante por 

10 cromatografia de inmunoafinidad, por ejemplo, p6ptidos etiqueta tales como c-myc, HA, 
E, FLAG, etc. [Using Antibodies: A laboratory manual. Ed Harlow and David Lane 
(1999), Cold Spring Harbor Laboratory Press. New Cork. Capitulo: Tagging proteins, pp. 
347-377] y, en general, cualquier otra secuencia reconocida por un anticuerpo. 

Dicha quinta secuencia de ^cido nucleico puede estar situada en cualquier posicion 

15 de la construcci6n de ADN de la invenci6n excepto en la region correspondiente al 
extreme C-terminal de HlyA ya que, en ese caso, romperia la seiial de secreci6n. A modo 
ilustrativo, dicha quinta secuencia de acido nucleico podria estar situada entre dichas 
segunda y tercera secuencias de acido nucleico, en donde el extremo 5' de dicha quinta 
secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 3' de dicha segunda secuencia de acido 

20 nucleico y el extremo 3 * de dicha quinta secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 
5' de dicha tercera secuencia de Acido nucleico. Altemativamente, dicha quinta secuencia 
de icido nucleico podria estar situada en la regi6n correspondiente al extremo N-terminal 
de la proteina de iusidn resultante o entre el producto de interns y el dominio de 
dimerizacidn. 

25 Para facilitar el reconocimiento de la proteina o peptido de fusion obtenido, la 

construcci6n de ADN de la invencidn tambi^ puede contener, si se desea, una sexta 
secuencia de dcido nucleico que codifica para un p^tido susceptible de ser utilizado con 
fines de reconocimiento. 

Pr&cticamente cualquier p^tido o secuencia peptldica que permita el 

30 reconocimiento del pSptido o proteina de fiisidn puede ser xitilizada, por ejemplo, una 
secuencia peptldica reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede servir para 
reconocer la proteina de fiisidn resultante por tScnicas de inmimodetecci6n, por ejemplo. 
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p^tidos etiqueta tales como c-myc, HA, E^'FLAG y, en geneial, cualquier otra secuencia 
reconocida por tm anticuerpo. 

Dicha sexta secuencia de icido nucleico puede estar sitaada en cualquier posici6n 
de la constiucci6n de ADN de la invenci6n excepto en la regi6n correspondiente al 
5 extremo C-terminal de HlyA para evitar que se rompa la sefial de secreci6n. A tnodo 
ilustrativo, dicha sexta secuencia de ^ido nucleico podria estar situada entre dichas 
segunda y tercera secuencias de 4cido nucleico, en donde el extremo 5' de dicha sexta 
secuencia de ^ido nucleico est4 unido al extremo 3' de dicha segunda secuencia de Acido 
nucleico y el extremo 3' de dicha sexta secuencia de ^cido nucleico estd unido al extremo 
10 5' de dicha tercera secuencia de dcido nucleico. Altemativamente, dicha sexta secuencia 
de ^cido nuicleico podria estar situada en la regi6n correspondiente al extremo N-terminal 
de la proteina de fusi6n resultante o entre el producto de interns y el dominio de 
dimerizaci6n. 

Dichas quinta y sexta secuencias de dcido nucleico pueden estar separadas entre si. 

15 Altemativamente, en una realizacion particular, dichas quinta y sexta secuencias de dcido 
nucleico pueden estar unidas entre si. En este caso, a modo ilustrativo, dicha sexta 
secuencia de acido nucleico que codifica para un p6ptido susceptible de ser utilizado con 
fines de reconocimiento puede estar situada entre dichas tercera y quinta secuencias de 
dcido nucleico, en donde el extremo 5* de dicha sexta secuencia de dcido nucleico esti 

20 unido al extremo 3' de dicha quinta secuencia de dcido nucleico y el extremo 3' de dicha 
sexta secuencia de dcido nucleico esta unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia de 
acido nucleico. Altemativamente, dichas secuencias pueden estar unidas entre si en el 
orden inverso, en cuyo caso, dicha sexta secuencia de Acido nucleico que codifica para un 
peptide susceptible de ser utilizado con fines de reconocimiento est& situada entre dichas 

25 segunda y quinta secuencias de icido nucleico, en donde el extremo 3' de dicha sexta 
* secuencia de icido nucleico estS unido al extremo 5 * de dicha quinta secuencia de icido 
nucleico y el extremo 5' de dicha sexta secuencia de Scido nucleico esti unido al extremo 
3' de dicha segunda secuencia de icido nucleico. 

Si se desea, la construccidn de ADN de la invenci6n puede contener, ademis, una 

30 secuencia de nucle6tidos que codifica para una secuencia de aminoicidos susceptible de 
ser escindida especificamente por medios enzimiticos o quimicos con el fin de liberar la 
proteina dim6rica de interis una vez aislada la proteina de fiisidn. En este caso, la 
constmccidn de ADN de la invenci6n puede incluir, ademis, una sdplima secuencia de 
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acido nucleico que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica paia una 
secuencia de amino&cidos susceptible de ser escindida especfficamente por medios 
enzimaticos o qufanicos. Pr4cticamente cualquier secuencia de aminodcidos susceptible de 
set escindida especificamente por medios enzim&tico o quunicos puede ser utilizada. En 
5 una realizacion particular, dicha s6ptima secuencia de ^ido nucleico comprende una 
secuencia de nucle6tidos que codifica para un sitio de reconocimiento de una proteasa, por 
ejemplo, una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C 
endoproteasa. Factor de coagulaci6n Xa y similares . En otra realizaci6n particular, dicha 
s^tima secuencia de icido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica 

10 para un sitio susceptible de ser especificamente escindido por \m reactivo quimico tal 
como, por ejemplo, bromuro de cianogeno que escinde restos de metionina o cualquier 
otro reactivo quimico apropiado. 

Dicha septima secuencia de Scido nucleico se encuentra, generalmente, a 
continuacion del extremo 3' de dicha segunda secuencia de ^cido nucleico, en cualquier 

15 posici6n entre las secuencias segunda y tercera de acido nucleico, de manera que por 
medios enzimaticos o quimicos se pueda escindir la proteina dfmera de interes. 

La construcci6n de ADN de la invencion puede obtenerse mediante el empleo de 
tecnicas ampliamente conocidas en el estado de la t6cnica [Sambrook et ah, "Molecular 
cloning, a Laboratory Manual", 2"^ ed.. Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 

20 1989 Vol 1-3], Dicha construccion de ADN de la invencion puede incorporar, 
operativamente unida, una secuencia reguladora de la expresidn, constituyendo de este 
modo un cassette de expresidn. 

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn proporciona al menos un cassette de 
expresion que comprende al menos una construccion de ADN de la invencidn 

25 operativamente unida a una secuencia de control de expresion. Las secuencias de 
control son secuencias que controlan y regulan la transcripcion y, en su caso, la 
traduccion del producto de interns, e incluyen secuencias promotoras (pT7,plac,pBAD, 
ptetj etc), secuencias codificantes para reguladores transcripcionales {lad, tetR, araC^ 
etc.), secuencias de uni6n a ribosomas (RBS), y/o secuencias terminadoras de 

30 transcripcidn {tlt2, etc.), etc. En una realizaci6n particular, dicha secuencia de control 
de expresidn es funcional en bacterias, en particular, en bacterias Gram negatives. 

La construccidn de ADN de la invencidn, o el cassette de expresidn 
proporcionado por esia invencidn, pueden ser insertados en un vector apropiado. Por 
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tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un vector, tal coibo un vector de 
e;q)resi6n, que comprende al menos una construcci6n de ADN o al menos un cassette de 
expresi6n. La elecci6n del vector dependeri de la c61ula hospedadora en la que se va a 
introducir posteriormente. A modo de ejemplo, el vector donde se introduce dicha 
S secuencia de ADN puede ser un plasmido o un vector que, cuando se introduce en una 
cSlula hospedadora, se Integra o no en el genoma de dicha c61ula La obtencidn de dicho 
vector puede realizarse por ni6todos convencionales conocidos por los tScnicos en la 
materia [Sambrok et al., 1989, citado stq}ra]. 

Ventajosamente, dicho vector comprende, ademas, un marcador o gen que 

10 codifica para un motivo o para un fenotipo que permita la seleccidn de la c6Iula 
hospedadora transformada con dicho cassette de expresion. Ejemplos ilustrativos de 
dichos marcadores que podrian estar presentes en el cassette de expresi6n de la 
invencidn incluyen genes de resistencia a antibidticos, por ejemplo, ampicilina, 
tetraciclina, kanamicina, cloranfenicol, espectinomicina, etc, o genes de resistencia a 

15 compuestos toxicos (telurito, mercurio, etc.). 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una bacteria, en particular, una 
bacteria Gram negativa, que comprende al menos una construccion de ADN de la 
invencidn o al menos un cassette de expresi6n de la invenci6n, o al menos un vector de 
la invencion, en adelante bacteria de la invencion. Dicha bacteria debe tener el sistema 

20 exportador de hemolisina (Hly) de E. coli para lo cual, si no lo tiene de forma nativa, se 
debe proporcionar dicho sistema a la bacteria transform^dola con un vector que 
contenga los genes HlyB y HlyD, por ejemplo, el plismido pVDL9.3 [Fern&ndez, LA. 
et al., Applied and Environmental Microbiology, Nov. 2000, 5024-5029], 
Pr&cticamente cualquier bacteria Gram negativa, por ejemplo, E. coli. Salmonella 

25 tiphymuritm, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, etc., puede ser 
transformada con la construccion de ADN de la invencidn o con el cassette de expresidn 
de la invencion. Para ello, las sefiales promotoras, reguladoras, marcadoras y origenes 
de replicacidn deben ser optimizados para cada especie bacteriana. En una realizaci6n 
particular, dicha bacteria Gram negativa es Escherichia coli, 

30 La construcci6n de ADN de la invencidn puede ser utilizada para pioducir 

productos de inters. Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un mdtodo 
para producir im producto de interns, en forma de una proteina de iusidn dimdrica, que 
comprende crecer una bacteria de la invencidn bajo condiciones que permiten la 
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produccion y eKcrecidn al medio de cultivo de dicho producto de interns en forma de 
una proteina de fiisi6n dimSrica. En una realizaci6n particular de la invenci6n dicha 
protefna de fiisi6n dimdrica comprende dos productos de inter6s. Por tanto, en un 
aspecto aun mas pieferido de la invencdon se obtendria xma proteina de fusion dim6rica 
5 por expresi6n de las secuencias de acido nucleico contenidas en al menos una 
construcci6n de ADN de la invenci6n, o al menos un cassette de expresi6n de la 
invencibn, o al menos un vector de la invenci6n. Las condiciones para optimizar el 
cultivo de la bacteria de la invenci6n dependerin de la bacteria utilizada. 

Si se desea, el m^todo para producir un producto de interes proporcionado por 

10 esta invenci6n incluye, ademds, el aislamiento y purificaci6n de dicha proteina de fusi6n 
dimerica. En este caso, la constmccion de ADN de la invencidn incluye, ademas, dicha 
septima secuencia de dcido nucleico previamente definida que comprende una secuencia 
de nucleotidos que codifica para una secuencia de aminoacidos susceptible de set 
escindida especificamente por medios enzimdticos o quimicos con el fin de liberar el 

15 producto de interes. En ima realizacidn particular, dicha secuencia de nucle6tidos 
codifica para un sitio de reconocimiento de una proteasa, por ejemplo, una 
enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C endoproteasa, Factor de 
coagulacion Xa y similares. En otra realizaci6n particular, dicha secuencia de 
nucle6tidos codifica para un sitio susceptible de ser especificamente escindido por un 

20 reactivo quimico tal como, por ejemplo, bromuro de cian6geno que escinde restos de 
metionina o cualquier otro reactivo quimico apropiado. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una proteina de fusi6n dimSrica 
obtenible por expresi6n de al menos una secuencia de dcidb nucleico contenida en al 
menos una construcci6n de ADN de la invenci6n, en la que cada mon6mero comprende: 

25 (i) la secuencia de aminodcidos de un producto de interns; 

(ii) una secuencia de aminoicidos correspohdiente a un dominio de 
dimeri7aci6n; y 

(iii) la secuencia de amino&cidos de la HlyA de E. coli o de un fragmento de 
dicha protefna que comprende la seBal de reconocimiento del mecanismo 

30 de secrecidn del sistema transportador de hemolisina (FHy) de E. colL 
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De fonna concreta, cada iiion6inero de la proteina de fusi6n dimerica de la 
mvenci6n compiende . 

(i) un producto de interns, por ejemplo, una enzirha, un inhibidor 
enzimatico, una honnona, una molecula implicada en la adhesi6n y/o 

5 senalizacion celular y compuesta por dominios, por ejemplo, una 

inmunoglobulina, un antigeno inmunogSnico, tal como una protefna o un 
fragmento antigfenico de la misma procedente de un pat6geno, per 
ejemplo, de un patdgeno viral, bacteriano, de un parSsito, etc., que puede 
causar infecciones en seres humanos o animales, un agente terapeutico, 

10 per ejemplo, im antigeno especifico de tumor, un antigeno de una 

enfermedad auto-inmune, etc., o una molecula imnunoreguladora, por 
ejemplo, un factor de crecimiento, .una citoquina, tal como una 
interleuquina, un interferon, etc.; en una realizacion particular, dicho 
producto de interns es un minianticuerpo susceptible de ser utilizado con 

15 fines terapeuticos, de diagndstico o de investigacion; 

(ii) un dominio de dimerizaci6n, tal como una h61ice peptidica, una 
estmctura de doble arroUamiento helicolidal (coiled coil), o, en general, 
cualquier secuencia peptidica que promueva la dimerizaci6n en las 
proteinas que la contengan. En una realizaci6n particular, dicho dominio 

20 de dimerizaci6n comprende la cremallera de leucina del factor de 

transcripci6n GCN4 de levadura; y 

(iii) la secuencia completa de amino&cidos de HlyA de E, coU, o 
altemativamente, un fiagmento de HlyA de E, coli que comprende la 
sefial de reconocimiento del mecanismo de secreci6n del sistema 

25 transportador de Hly de E, colu 

Cada mon6men> de la proteina de fusidn dim^rica de la invenci6n tambi^n 
puede contener, si se desea, (a) un p6ptido espaciador entre el producto de interns y el 
dominio de dimerizaci6n; ventajosamente, dicho p6ptido espaciador es un p^ptido con 
30 flexibilidad estructural, por egemplo, un peptide que contiene repeticiones de restos de 
aminodcidos, tales como Gly-Gly-Gly-Ser, o cualquier otra repetici6n de restos de 
aminoicidos adecuada, o bien la regi6n bisagra de un anticuetpo; en una realizacidn 
particular, dicho pSptido espaciador flexible comprende la regi6n bisagra de un 
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anticueipo; y/o (b) im p6ptido para facDitar el aislamiento o purificaci6n del p&ptido o 
proteina de &si6ii, por ejemplo, una secuencia de poUhistidina, o una secuencia 
peptfdica reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede servir para purificar la 
proteina de fusion resultante por cromatografia de inmunoaiinidad, por ejemplo, 
5 p6ptidos etiqueta tales como c-myc, HA, E, FLAG, y, en general, cualquier otra 
secuencia reconocida por un anticuerpo; y/o (c) un p^tido que permita el 
reconocimiento del p6ptido o proteina de iusi6n, por ejemplo, una secuencia peptidica 
reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede servir para reconocer la proteina 
de fusi6n resultante por tecnicas de inmunodeteccion, por ejemplo, p6ptidos etiqueta 

10 tales como c-myc, HA, E, FLAG y, en general, cualquier otra secuencia reconocida por 
un anticuerpo; y/o (d) una secuencia de amino^cidos susceptible de ser escindida 
especificamente por medios enzim^ticos, por ejemplo, una secuencia de aminoicidos 
que constituye un sitio de reconocimiento de una proteasa, por ejemplo, una 
enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C endoproteasa, Factor de 

15 coagulaci6n Xa y similares, o una secuencia de aminodcidos susceptible de ser 
especificamente escindida por un reactivo quimico tal como, por ejemplo, bromuro de 
cianogeno y similares. 

El sistema de producci6n de proteinas de fusi6n dim6ricas proporcionado por 
esta invenci6n es particularmente util para la producci6n de proteinas implicadas en una 

20 actividad de uni6n, por ejemplo, en las interacciones protefina-ADN o antigeno- 
anticueipo, puesto que puede intensificar su avidez. 

En otra realizaci6n a£ai mfis preferida de la invenci6n, las construcciones de 
ADN de la invenci6n siryen para la creaci6n y expresi6n de una libreria de proteinas 
dim6ricas, por ejemplo de minianticuerpos. Un ejemplo particular de esta realizaci6n 

25 seria utilizar los dimeros de minianticuerpos asf producidos en procesos de selecci6n de 
mol6culas con capaddad de uni6n a un antigeno determinado. 

En otra reali^acion de la invenci6n, el sistema de produccidn de proteinas 
dim^cas sirve para la producci6n de heterodimeros entre dos molSculas con capacidad 
de uni6n para antfgenos diferentes o epitopos diferentes del mismo antigeno, 

30 preferentemente dos minianticuerpos, o un minianticuerpo y oiro tipo de mol^cula, 
como puede ser, pero no se limita a, una toxina, una droga antitumoral, un enzima o 
mol^culas implicadas en marcaje o detecci6n. Asi, un ejemplo particular de esta 
realizacidn seria utilizar estos dimeros para el marcaje de c61ulas tumorales o el 



wo 2005/012532 



PCT/ES2004/070053 



19 

transporte de mol&;ula5 con actividad antitumoral al tumor. La produccidn de este tipo 
de heterodimeros presenta impottantes aplicaciones en diagn6stico y terapia 

Una ventaja del sistema proporcionado per esta invencion radica en que permite 
producir proteinas t6xicas para un huesped bacteriano. Como es conocido, la expresi6n 
5 per ni6todos recombinantes de proteinas tdxicas para un hu6sped bacteriano es muy 
compHcada o pricticamente imposible cuando dicha protefna t6xica expresada no es 
exportada desde la bacteria hacia el exterior. Con el m6todo proporcionado por esta 
invenci6n se puede e3q>resar una proteina t6xica o previamente inexpresable, o 
expresada a bajos niveles, para producir la proteina deseada en cantidades utilizables. 
10 EI siguiente ejemplo ilustra la invenci6n sin que deba ser considerado como 

limitativo del alcance de la misma. 

EJEMPLO 1 

Producci6n de minianticuerpos dim^ricos con elevada afinidad secretados por el 
IS sistema dc transporte dc hcmolisina (Hly) dc E. cott 

En este ejemplo se describe la secreci6n de minianticuerpos dim6ricos en 
sobrenadantes de cultivos de E. coli que emplean el sistema de transporte de hemolisina 
(FDy). En primer lugar, se demostrd que la dimerizaci6n puede conseguirse por 
ingenieria gen^tica en el sistema de transporte de la Hly. Para ello se insert6 una h61ice a 

20 anfipdtica (es decir, el dominio de cremallera de leucina del factor de transcripcion de 
levaduras GCN4) en el extremo N terminal de una versi6n marcada (E-tag) del dominio 
C terminal de 23 kDa de la hemolisina (EHlyA), Se comprobo que el polip6ptido 
resultante (ZEHlyA) se secretaba eficazmente por las c61ulas de E. coli y se acumulaba 
en el medio de cultivo como un dlmero estable. Despu6s se utilizaron los vectores 

25 derivados de 'EHlyA y *ZEHIyA para la secreci6n de los dominios Vhh de 
inmunoglobulinas obtenidos de anticuerpos de camello. Se secretaron los hibridos Vhh* 
EHlyA y VnH-ZEHlyA y se encontraron en el medio extracelular como mon6meros y 
dimeros, respectivamente. Cuando se compararon con sus homologos monomSricos, las 
molSculas dimSricas VHH-ZBHlyA mostraron propiedades superiores de union a su 

30 antigeno relacionado, con un aumento de 10 veces en su afinidad funcional (avidez). Este 
procedimiento permite obtener f&cilmente minianticueipos Vhh monom6ricos y 
dimericos con alta avidez apartir de los sobrenadantes de cultivos de coli, iacilitando 
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asi la selecci6n y lapurificaci6n de alto rendimiento de clones de Vhh apaitir de grandes 
librerias. 

1. MATERIALES Y MfeTODOS 
5 Ccpas bacterianas, crecimicnto y condiciones de inducci6ii. Las cepas de E. colt K-12 
empleadas eran DHSaF' {supE44 A{lacZYA-argF)\i\69 <t>%0(lacZAM15) hsdR17 recAl 
endAl gyrA96 thil relAl; Invitrogen) para la clonacidn y la propagaci6n de los 

plSstnidos y HB2151 {Mac-pro, am, naf, thi, V'proAB lacfi /ocZAMlSj [Carter, H. 
Bedouelle, and G. Winter 19 85. Improved oligonucleotide site-directed mutagenesis 

10 using M13 vectors. Nucleic Acids Res. 13:4431-4443] para la expresi6n de pioteinas. 
Las bacterids que contenian los pldsmidos indicados en cada caso se hicieron crecer a 
30*^0 en placas de agar LB [Miller, J. H. 1992. A short course in bacterial genetics: a 
laboratory manual and handbook for Escherichia coli and related bacteria. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York] que contenia glucosa al 2% 

15 (p/v) (para reprimir el promotor lac) y los antibi6ticos apropiados para la seleccidn de 
pldsmidos. Para la inducci6n de los Mbridos HlyA, se inocularon colonias individuales 
en el medio LB liquido que contenia glucosa al 2% (p/v) y se hicieron crecer a SO^'C o a 
37"C hasta que a la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo nm) alcanz6 un valor de 0,5 
aproximadamente. En ese punto, las bacterias se recogieron por centrifugaci6n, se 

20 resuspendieron a la misma densidad en LB que contenia isopropil-l-tio-P-D-galactosido 
(IPTG) 0,3 mM y se incubaron (a 30°C o a 3TC) con agitaci6n (160 r.p.m.) durante un 
periodo de tiempo comprendido entre 4 y 16 h. Se recogieron los sobrenadantes del 
cultivo tras la eliminacion de las celulas de E. coli por centrifugaci6n (lO.OOOxg, 10 min) 
y se aiiadi6 1/10 del volumen de tamp6n fosfato salino (PBS) lOX concentrado [PBS: 

25 Na2HP04 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, KCl 3 mM, NaCl 137 mM, pH 7,0]. Los 
sobrenadantes del cultivo se emplearon directamente para realizar inmunoensayos o se 
almacenaron a ~80°C hasta su utilizaci6n. Los antibi6ticos anadidos al medio de cultivo 
para la selecci6n de plasmidos fueron la ampicilina (Ap; 150 |Llg/ml) y el cloranfenicol 
(Cm; 30 |ig/ml), 

30 

Pl^midos y oltgonuclc6tidos. Se emplearon metodos estAndar para la manipulaci6n y el 
aislamiento del ADN, la amplificaci6n por PGR y la secuenciacidn del ADN [Ausubcl, 
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F. M., R. Bren^ R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smitb, and K. 
Struhl 1994. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, New York; 
Sambrook, J., E. Fritsch, and T. Maniatis 1989. Molecular cloning. A laboratory 
manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York]. Los oligonucleotidos se 
5 obtuvieron de Sigma Genosys (Reino Unido) o de Isogen Bioscience BV (Paises Bajos), 
Los pl^midos pEHlyA (ApO, pEHlyA2.SD (ApO y pVDL9.3 (Ctrf) ya ban sido 
descritos [Ferntodez, L. A., and V» De Lorenzo 2001. Formation of disulphide bonds 
during secretion of proteins throujgh the periplasmic-independent type I pathway Mol 
Microbiol. 40:332-46; Fem&ndez, L. A., L Sola, L. Enjuanes, and V. de Lorenzo 

10 2000. Specific secretion of active single-chain Fv antibodies into the supemantants of 
Escherichia coli cultures by use of the hemolysin system Appl Environ Microbiol. 
66:5024-5029; Tzschaschel, B. D,, C. A. Guzman, K N. Timmis, and V. de Lorenzo 
1996, An Escherichia coli hemolysin transport system-based vector for the export of 
polypeptides: Export of Shiga-like toxin IleB subunit by Salmonella typhimurium aroA. 

15 Nature Biotechnology. 14:765-769]. El plasmido pZEHlyA (Ap') se obtuvo insertando 
en el sitio unico SaR de pEHlyA un fragmento de ADN de 170 pb que codifica para el 
dominio ZIP amplificado por PGR y digerido con SaR. El mapa del plasmido pZEHlyA 
se muestra en la Figura 6. La amplificaci6n por PGR del dominio ZIP se llev6 a cabo con 
la ADN polimerasa Vent (New England Biolabs), usando como molde 1 ng de pGLZIP 

20 (Codon Genetic Systems, GmbH), y como cebadores los oligonucle6tidos identificados 
como SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, que incoippraban dos sitios SaR flanqueando el 
producto amplificado. El plismido pZEHlyA2-SD (Ap') se obtuvo insertando en el sitio 
imico SaR de pEHlyA2-Sp el fragmento de ADN de 170 pb que codifica para ZIP 
obtenido por digesti6n con SaR de pZEHlyA. El mapa del pl4smido pZEHlyA2-SD se 

25 muestra en la Figura 7. Se selecciond la orientaci6n del firagmento de ADN ZIP que 
producia una insercion interna en el dominio C-HlyA marcado con E de pZEHlyA y 
pZBHlyA2-SD tras la secuenciacion del ADN. Los fragmentos de ADN de 
jqjroximadamente 0,3 kb que codificaban para los dominio s Vhh, Vamy y se 
amplificaron por PGR con la ADN polimerasa Vent, usando como molde 1 ng de los 

30 fag^midos A100R3A2 (anti-a-amilasa) o R3ES (vacuna antitetdnica), respectivamente, y 
como cebadores los oligonucleotidos identificados como SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 
8. 
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Los productos amplificados de ADN que codifican para Van^ y Vox coBtenian los 
sitios de iestricci6n flanqueantes Ncol y lo que pennitf a su clonaci6n en los mismos 
sitios de pEHlyA2-SD y pZEHlyA2-SD, generando asi pVa^j^HlyA, pV^t^HlyA, 
pVamyZblyA y pVttcZEQyA. Los mapas de los plasmidos pVowyHlyA y pVa;^ZhlyA se 
5 muestran en las Figuras 8 y 9, respectivamente. Los fag^midos A100R3A2 y R3E5 
fiieron proporcionados por el Dr. Hemiie Hoogenboon (Dyax Co., EE. UU.). Ambos 
jgagemidos son derivados de pCANTAB6 (Cambridge Research Biochemicals) que 
contienen los dominios Vhh de cam61idos clonados entre los sitios i^I y Notl. 

10 ELectroforesis e inmunotransfercncia dc proteuaas. Se IIev6 a cabo la electroforesis 
en geles de dodecil sulfate sodico - po liacrilamida (SDS-PAGE) usando geles de 
apilamiento al 4% y de separacion al 10% (acrilamida:bisacrilamida 29:1; Bio-Rad), 
utilizando el sistema de electroforesis Miniprotean® (Bio-Rad) y siguiendo los 
protocolos estandar [Ausubel, F. R. Brent, R. E, Kingston, D. D. Moore, J. G. 

15 Seidman, J. A. Smith, and K, Struhl 1994. Current Protocols in Molecular Biology. 
John Wiley & Sons, New York; Fraile, F. Roncal, L. A. Fernandez, and V. de 
Lorenzo 2001. Monitoring Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a 
Single-Chain Antibody Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J 
Bacteriol. 183:5571-9], Para la inmunotransferencia, las proteinas se transfirieron a una 

20 membrana de difloruro de polivinilideno (Immobilon-P, Millipore) usando un aparato 
de electroforesis por transferencia semiseca (Bio-Rad). La membrana se bloqueo en 
tamp6n MTP (leche desnatada al 3% p/v, Tween 20 al 0,1% v/v en PBS) y se detectaron 
los polipeptidos marcados con E con anticuerpo monoclonal anti-E marcado con 
peroxidasa (0,2 |ig/ml en tamp6n MTP; Amersham Bioscience). El cohjugado 

25 anticuerpo -POD unido se revel6 mediante quimioluminiscencia, tal como ya se ha 
descrito [Fraile, S., F. Roncal, L. A- Fernandez, and V. de Lorenzo 2001. Monitoring 
Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a Single-Chain Antibody 
Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J Bacteriol. 183:5571-9]. 
La membrana se expuso a una peUcula de rayos X (X-OMAT®, Kodak) o a 

30 ChemiDoc® (Bio-Rad) para la cuantificaci6n por quimioluminiscencia (software 
Quantity-one®; Bio-Rad). Las concentraciones de los polipeptidos HlyA marcados con 
E secretados presentes en los sobrenadantes del cultivo de E, coli se determinaron por la 
intensidad de sus bandas de proteinas correspondientes en geles de SDS-poliacrilamida 
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tefiidos con plata [Ansorge, W. 1985. Fast and sensitive detection of protein and DNA 
bands by treatment with potassium permanganate J. Biochem, Biophys. Methods. 
11:13-20] y mediante imnuno-transferencia usando anticueipo monoclonal anti-E 
marcado con POD. Se usaron diluciones seriadas de scFvs marcados con E purificados, 
S de concentracidn conocida, como patrones en estos experimentos. 

Entrecruzamiento de protcfnas. Antes de su incubaci6n con el agente de 
entrecmzamiento bifimcional glutarato de disuccinimidilo (DSG, 7.7 A spacer; Pierce), 
los polipeptidos de HlyA marcados con E presentes en los sobrenadantes de los cultivos 

10 se equilibraron en el mismo volumen de PBS por ultrafiltracidn a traves de una 
membrana con punto de corte de 10 kDa (Microcon 10, Millipore) que elimin6 los 
compuestos pequeiios con grupos amino libres presentes en el medio de cultivo. El 
entrecruzamiento se llev6 a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente anadiendo 
DBS 40 6 130 a muestras de proteinas de 50 |il equilibradas en PBS. Tras esta 

15 incubaci6n, el agente de entrecruzamiento se inactiv6 con Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) 
durante 15 minutos y se aiiadio un volimien de tamp6n de muestra SDS-PAGE 2X 
concentrado [Frailc, S., F. Roncal, L. A. Fernandez, and V. dc Lorenzo 2001. 
Monitoring Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a Single-Chain 
Antibody Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J Bacteriol. 

20 183:5571-9], Tras hervir durante 5 minutos, se cargaron 10 \i\ para el SDS-PAGE. 

Cromatografia por cxclusi6n dc tamano. Los sobrenadantes del cultivo 
(aproximadamente 0,2 ml) que contenlan PBS IX se mezclaron con 2 mg de protelna 
patr6n de naasa conocida (disuelta en 60 fil de H2O) y se hicieron pasar a trav6s de xma 

25 resina Bio-Gel A de l55m (Bio-Rad) empaquetada en una colmnna de 1 m de longitud y 
1,5 cm de ancho (Bio-Rad). Los patrones de iiltraci6n del gel (Bio-Rad) fueron la 
tiroglobulina (PM 670.000), la gammablobulina bovina (PM 158.000), la ovoalbiSmina 
de polio (PM 44,000), la mioglobina equina (PM 17.000) y la vitamina B-12 (PM 
1,350). La velocidad de flujo de la muestra a trav6s de la columna se fij6 a 0,2 ml/min 

30 usando una bomba peristSltica (P-1, Amersham Bioscience). EI volumen de vacio de la 
columna se calculd mediante la eluci6n de azul de dextrano 2000 (Amersham 
Bioscience). La eluci6n de los patrones de proteinas a trav6s de la columna se 
monitoriz6 mediante absoicion de luz UV (Uvicord S H, Amersham Bioscience). Se 
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recogieron fiacciones de 1 ml (colector RediFrac, Amersham Bioscience) y se 
concentraron 10 veces mediante precipitaci6n con acido tricloroac6tico (TCA) al 10% 
(p/v) y 10 \xg de albumina s6rica bovina (BSA, Roche) que actuaba como transportador. 
La presencia de pioteinas HlyA maicadas con E en estas fracciones se detectd por 
5 Western blot utilizando un anticuetpo monoclonal anti-E marcado con POD (v6ase mas 
arriba). 

Ensayos dc inmunoabsorcidn ligados a cnzima (ELISA). Los antigenos (a-amilasa u 
ovoalbumina; Sigma) se adsorbieron durante 1 h a 3TC a inmunoplacas de 

10 microtitulacion de 96 pocillos (Maxisorb, Nunc) a 200 jig/ml en PBS. Se lavo el exceso 
de antfgeno y las placas se bloquearon durante 16 h a 4*^0 en tampon MTP (v6ase 
anteriormente). Los minianticuerpos se diluyeron en tamp6n MTP, se anadieron a los 
pocillos a las concentraciones indicadas en cada case y se incubaron durante 1 h a 
temperatura ambiente. A continuaci6n, los anticuerpos no unidos se eliminaron mediante 

15 cuatro lavados de los pocillos con PBS que contenia Tween 20 al 0,1% (v/v). El 
conjugado anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (0,2 \ig/m] en tampon MTP) 
se anadio a los pocillos y se incubo adicionalmente durante 1 h a temperatura ambiente 
para detectar los minianticuerpos unidos marcados con E. Tras lavar como antes, las 
placas se revelaron usando o-fenilenediamina (Sigma). Se dej6 continuar la reacci6n 

20 durante 10 minutbs en oscuridad, se par6 con HCl 0,6 N y se determin6 la DO a 490mn 
de los pocillos (lector de microplacas Benchmark, Bio-Rad). 

2.RESULTADOS 

Dimcrizacidn por ingcnicrfa gcn6tica dc la scfial dc sccrcci6n dc HlyA. En primer 
25 lugar, se investigo si la dimerizacidn de C-HlyA podria realizarse por ingenieria gen6tica 
sin afectar a su secrecidn. Se seleccion6 un corto dominie de unos 6 kDa 
aproximadamente, denominado ZIP, que se habia utilizado para la dimeiizacidn de scFvs . 
en el periplasma de E, coli [Kerschbaumer, R. J., S. Hlrschl, A. Kaufimann, Ibl, R. 
Koenig, and G. Himmlcr 1997. Single-chain Fv fusion proteins suitable as coating and 
30 detecting reagents in a double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 
Anal Biochem. 249:219-27; Pack, P., and A. Pluckthun 1992. Miniantibodies: use of 
amphipathic helices to produce fimctional, flexibly linked dimeric FV ftagments with 
high avidity in Escherichia coli Biochemistry. 31:1579-84] para su insercidn en C-HlyA. 



wo 2005/012532 PCT/ES2004/070053 

25 

El dominio ZIP consta de una h61ice anfipStica que forma la (remalleia de leucina del 

factor de transcripcidn de levaduras GCN4, flanqueado en su extremo N terminal por una 

zona bisagra peptfdica derivada de la IgG3 del Tat6n, y en su extremo C terminal por un 

« 

marcador de polihistidina (6xhis). Se inserto un iragmento de ADN que codificaba para 
5 el dominio ZIP intemamente cerca del extremo N terminal de la versi6n de 
aproximadamente 27 IDa marcada con E de C-HlyA (EHlyA) presente en el pldsmido 
pEHlyA (Figura 1 A), El pldsmido resultante, pZEHlyA, codifica para un polip6ptido de 
aproximadamente 33 kDa (denominado ZEHlyA) que contiene los dominios ZIP y C- 
HlyA marcados con E (Figuras 1 A y IB). 

10 La producci6n de ZEHlyA y EHlyA, como control sin ZIP, se indujo en cultivos 

de celulas TolC"*" de tipo salvaje de E, coli (por ejemplo, la cepa HB2151) que Uevaban 
pVDL9.3, que codifica para HlyB y HlyD, y que alojaban pZEHlyA o pEHlyA, 
respectivamente. Como se muestra en la Figura IC, se encontraron ambos polip6ptidos 
en niveles similares (aproximadamente 10 |ig/nal) en los sobrenadantes de los cultivos de 

15 E, coli crecidos a 3TC tras la induccion de 4 h con IPTG 0,3 mM, Estas proteinas se 
detectaron en virtud del p6ptido marcado con E incorporado en sus secuencias con 
anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (Metodos). La secrecion de ambos 
polipeptidos derivados de HlyA fiie especifica y dependiente de la expresi6n de los 
compohentes HlyB y HlyD por E. coli (datos no mostrados) [Fernandez, L. A^ and V. 

20 De Lorenzo 2001. Formation of disulphide bonds during secretion of proteins through 
the periplasmic-independent type I pathway Mol Microbiol. 40:332-46]. Este resultado 
indicaba que la presencia del dominio de dimerizacion ZIP no tenia efecto en la eficacia 
de la exportacidn de la senal de C-HlyA, 

- A continuaci6n, se investigo el estado de oligomerizaci6n de los polip6ptidos 

25 secretados. Se incubaron muestras de alfcuotas que contenia los poIip6ptidos secretados 
EHlyA o ZEHlyA con el agente de entrecruzamiento bifimcional glutarato de 
disuccinimidilo (DSG) y luego se sometieron a SDS-PAGB desnaturalizante y a 
inmunotransferencia con anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (Metodos). En 
este.experimento, sdlo se entrecruzaron las muestras de ZEHlyA a baja concentracidn de 

30 DSG (40 |iM) para formar una banda de proteinas con una masa molecular (Mr) aparente 
de aproximadamente 66 kDa (Figura 2, carril S), lo que estaba de acuerdo con el tamafio 
esperado para un dimero de ZEHlyA. La concentracidn m^ elevada de DSG (130 ^M) 
intensified la intensidad de la banda correspondiente a ZEHlyA dim^rico (Figura 2, carril 
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6) mientias que s61o tenia una reactividad menor sobre EHlyA control (Figura. 2, carril 
3), . 

TambiSn se demostr6 la dimerizacidn de ZEHIyA mediante cromatografia por 
exclusidn de tamano. Se separaron muestras de alicuotas de sobrenadantes de cultivos 
5 que contenian EHlyA o ZEHIyA secretados en una columna de filtracion en gel, con un 
limite de exclusidn de 1.500 kDa, junto con protefnas de masa conocida utilizadas como 
patrones (M6todos). Como se muestra en la Figura 3 A, ZEHIyA mostr6 una Mr aparente 
de aproximadamente 66 kDa en la cromatografia de jQltraci6n en gel, mientras que 
EHlyA tuvo una Mr aparente de aproximadamente 32 kDa en las mismas condiciones. Es 
10 importante que se detectara un tinico pico para cada proteina (Figura 3B), lo que indica 
que ambos polip6ptidos estaban presentes como monomeros (EHlyA) y dimeros 
(ZEHIyA) estables en disoluci6n. Considerados juntos, estos resultados demostraron que 
podria obtenerse la dimerizaci6n de protemas mediante la incorporaci6n de h61ices 
anfip&ticas en C-HlyA sin interferir con su secrecion por el transportador de Hly. 

15 

Secreci6n de minianticuerpos dim6ricos por el sistema de la Hly de E. colL A la vista 
de los resultados previamente obtenidos se procedi6 a estudiar si los fragmentos de 
anticueipos dim^ricos podian secretarse mediante el sistema de la Hly. En primer lugar, 
se constmyo un pldsmido, denominado pZEHlyA2-SD, para generar fiisiones intemas 

20 entre los fragmentos de anticuerpos recombinantes que carecen del dominio N-SP y 
ZEHIyA. Este pl^mido es un derivado de pEHlyA2-SD [Fernandez, L. A., I. Sola, L. 
Enjuaaes, and V. de Lorenzo 2000. Specific secretion of active single-chain Fv 
antibodies into the supemantants of Escherichia coli cultures by use of the hemolysin 
system Appl Environ Microbiol. 66:5024-5029] en el que se insert6 im fragmento de 

25 ADN que codifica para el doininio ZIP en un ^ico sitio SaH^ entre la secuencia de 
poliunidn y el dominio C-HlyA marcado con E (Metodos). Se seleccionaron dos 
anticuerpos de camello Vrh, fi:ente a a-amilasa {amy) o la vacuna antitet^ca {ttx\ para 
determinar su expresidn como hibridos con los restos 'EHlyA y 'ZEHIyA (Figuras 4A y 
4B). El empleo de anticueipos de camello Vhh como pares de fiisi6n se debi6 a su 

30 pequeno tamano (aproximadamente 15 kDa) y a su baja tendencia a format agregados de 
protefnas [Muyldermans, S. 2001. Single domain camel antibodies: current status J 
BiotechnoL 74:277-302; Plucklliun, A., and P. Pack 1997. New protein engineering 
approaches to multivalent and bispeciiic antibody fragments In^mnmotechnology. 3:83- 
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105], lo que podrfa interfeiir con el an^sis de la dimerizaci6n obtenida por el dominio 
ZIP (v6ase Discusi6n). Las c61ulas de E.. coli HB2151 (pVDL9.3) se transformaron con 
un plismido que codificaba para el hfbrido VHH-HlyA (pVamyHlyA, pVfl/„;,ZHlyA, 
pV/fi,HlyA o pV/frZHlyA) y se indujeron 4 h por la adicion de BPTG 0,3 mM a los 
5 cultivos Iiquidos crecidos en LB a 30 6 37 *^C. Los polip6ptidos secretados Voz^HlyA y 
VawyZHlyA se detectaron posteriormente en los sobrenadantes de los cultivos 
correspondientes de E. coli por Western blot con anticuerpo monoclonal anti-E marcado 
con POD (Figura 4C). En estas condiciones, la concentracidn final de VowyHlyA y 
VamyZHlyA fiic de ^oximadamente 2 ng/ml a 37°C, y se redujo aproximadamente en 2 

10 veces en los cultivos que crecieron a 30*'C. Resultados similares se obtuvieron con 
VrttKDyA y Vri^ZHlyA (datos no mostrados). 

El estado de oligomerizacion de los hibridos VHH-HlyA secretados se sometio a 
ensayo mediante cromatografia de filtraci6n en gel (Figura 4D). Muestras de alicuotas de 
sobrenadantes de cultivos de E. coli que conteman Va;;^HlyA o Vam^/ZHlyA se cargaron 

15 en una columna de filtraci6n en gel (limite de exclusi6n de 1.500 kDa), junto con 
proteinas de masa conocida. A partir de sus periiles de eluci6n puede deducirse (Figiua 
4D) que el hibrido V^^wyHlyA tenia una Mr aparente de aproximadamente 40 kDa, lo que 
estaba completamente de acuerdo con la masa esperada para un mondmero de este 
polipfeptido. Por el contrario, Vamj^ZHlyA mostr6 una Mr aparente de aproximadamente 

20 95 kDa, que es aproximadamente el doble de la masa esperada de su mon6mero (es 
decir, 47 kDa). Hay que mencionar que la temperatura a la que se indujeron los cultivos 
de E. coli (30°C 6 37*'C) no tuvo ninguna influencia en el comportamiento 
cromatogr&fico de estas muestras. Por lo tanto, la secreci6n de los anticueipos de camello 
Vhh monomSricos o dimSricos pueden producirse iusionjindolos a los restos EHlyA o 

25 ZEHlyA, respectivamente. 

A continuaci6n, se prob6 si la dimerizacidn mejoraba las propiedades de um6n 
fiincional de Vfl;„j;ZHlyA. Para este fin, se compar6 la uni6n a la a-amilasa de VamyHlyA 
monomSrico y de VamyZHlyA dim6rico mediante ELISA. En estos experimentos, se 
incubaron diluciones seriadas de sobrenadantes de cultivos de E. coli que contenian 

30 cantidades iddnticas de Vamy^y^ o Vo^jZHlyA con placas de ELISA recubiertas con a- 
amilasa u ovoalbiimina (como antigeno control). Tras el lavado, los minianticueipos 
unidos se detectaron con el conjugado anticueipo monoclonal anti-£ maicado con POD y 
se realiz6 la lectura a la DO490nm (M6todos). La unidn especifica de la a-amilasa se 
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demostrd incubando estas placas con V|£cHlyA y V/£cZEDyA. En la Figura 5 se muestra el 
resultado de un ELISA piototipo de estos experimentos. La uni6n pievia a ovoalbumina 
(en fodos los casos la DO490nin < 0,05) se ha sustrafdo de los valores presentados. Tal 
como se indica, la molecula Van^Z^y^ dimSrica presentd una afinidad fimcional mayor 
5 frente a la a-amilasa, que Van^^y^ monomSrica. No se observ6 uni6n a a-amilasa con 
los derivados control de Yttx (Figura 5) ni con los polip^tidos EHlyA y ZEHlyA (dates 
no mostiados). En general, al menos se requiri6 una concentraci6n diez veces mayor de 
VoffjiyHlyA monomerico para lograr senales de uni6n a la a-amilasa similares a las 
obtenidas con Va„;'ZHlyA. AdemAs, en la concentraci6n de saturaci6n de ambos 
10 minianticueipos (aproximadamente 0,5 jig/ml) la uni6n obtenida con Va„,^ZHlyA alcanz6 
un nivel meseta superior. Por tanto, la dimerizaci6n de V<wyZHlyA induce un efecto de 
avidez sobre este minianticueipo que se refleja en una mayor aUnidad de uni6n ftmcional 
a su antigeno. 

15 3.DISCUSI6N 

La dimerizacidn es una propiedad que con frecuencia se desea conseguir por 
ingenieria gen^tica en las proteinas cuando estd implicada una actividad de union (por 
ejemplo, en las interacciones proteina-ADN o antigeno-anticuerpo), puesto que puede 
intensificar su afinidad ftmcional (avidez). 

20 Este ejemplo ilustra la obtencidn por ingenieria gen6tica, por primera vez, de la 

dimerizaci6n de las proteinas secretadas por el sistema de transporte de hemolisina de E. 
coli y se ha empleado esa tecnologia para producir minianticueipos de alta avidez 
derivados de los anticuerpos de camello Vhh- 

Los resultados obtenidos demuestran que la incorporaci6n de una helice 

25 aniipitica de autodimerizaci6n en el extremo N terminal de C-HlyA no interfiere con la 
secrecidn de Hly y permite la dimerizacion del polip6ptido secretado. Tal como se 
muestra, la dimerizaci6n puede intensificar la avidez de la uni6n del polip6ptido 
secretado derivado de C-HlyA, Adem&s, tambi6n puede tener otras aplicaciones, como la 
asociacidn molecular de varios antfgenos y/o adyuvantes producidos por cepas 

30 bacterianas vivas, o la combinaci6n de diversas actividades bioldgicas para la generaci6n 
de mol^las biespecificas (por ejemplo, la uni6n a un antfgeno y el reclutamiento del 
coiiiplemento). 
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scFvs dim6rico5 de alta avidez se han producido en el periplasma de las cSlulas 
de E. coli insertando h61ices anfipaticas en su extremo C terminal. Debido a la tendencia 
de algunos scFvs a fonnar dimeros y agregados de protelnas de elevado peso molecular 
se utilizaron iiagnientos vaks pequenos de anticuerpos. 
5 Los anticuerpos de camello Vhh han recibido mucha atenci6n debido a su mejor 

solubilidad y a sii estructura m&s simple, lo que iacilita su amplificaci6n y clonaje. 
Merece la pena destacar que los cambios efectuados no disminuyen la afinidad ni la 
especificidad de los anticuerpos de camello Vhh, debido a la presencia de regiones 
determinantes de la complementaridad (CDR) extremadamente variables que compensan 

10 la p^rdida de diversidad provocada por la ausencia de un dominio Vl. Los anticuerpos de 
camello tambi6n han demostrado un potencial extraordinario como inhibidores 
enzimaticos puesto que sus grandes CDR pueden alcanzar los sitios activos escondidos 
en las enzimas. Adem^, la similitud entre los anticuerpos de camello Vhh y las 
secuencias de la familia VH3 humana esta permitiendo la genexacidn de librerias 

15 presentadas en fagos de los dominios Vh humanos camelizados y de los anticuerpos de 
camello Vhh humanizados. 

Los beneficios expuestos anteriormente motivaron a los inventores a utilizar los 
dominios Vhh para su secrecion por el translocador de hemolisina de E, colt Los 
resultados obtenidos muestran que los anticuerpos de camello iuncionales, tanto en la 

20 forma monom^rica como en la dim^rica, pueden recuperarse de los sobrenadantes del 
cultivo de E, coli a niveles similares a los obtenidos en su expresi6n periplSsmica 
(aproximadamente 1 mg/litro de cultivo a D.O.eoonm =1). Ademis, la dimerizacion 
provocada por ZEHlyA indujo un aumento de diez veces en la afinidad funcional de 
Wamy Estc valor estd dentro del intervalp esperado producido por el cambio de 

25 anticuerpos monovalentes a divalentes. En conclusi6n, estos datos demuestran que el 
sistema de secreci6n de Hly puede emplearse para la secreci6n de polipfeptidos y 
minianticuerpos dimSricos de alta avidez. La simplicidad de esta tecnologfa puede ser 
extremadamente t^l para la seleccidn de alto rendimiento de las librerias de anticuerpos. 
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REIVINBICACIONES 

1 . Una constnicci6n de ADN que comprende: 

a) una primera secuencia de acido nucleico qiie contiene la secuencia de 
nucle6tidos que codifica para un producto de interns; 
5 b) una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de 

nucle6tidos que codifica para un dominio de dimerizaci6n; y 

c) una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de 
nucle6tidos que codifica para la a-hemolisina (HlyA) de E. coli o para un 
ftagmento de dicha proteina que comprende la sefial de reconocimiento del 
10 mecanismo de secreci6n del sistema transportador de Hly de colU o una 

secuencia de nucledtidos que codifica paia un gen hom61ogo, o una secuencia 
de nucle6tidos que codifica para una variante, natural o artificial, de HlyA o de 
un firagmento de la misma que comprende la seilal de reconocimiento del 
mecaniismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E, colL 

15 

2. - Una construccion de ADN segun la reivindicacidn 1, en donde el extremo 3' de 
dicha primera secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 5' de dicha segunda 
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3' de dicha segunda secuencia de acido nucleico 
estd unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia de Scido nucleico. 

20 

3. Construccidn de ADN segun la reivindicacion 1, en la que dicho producto de 
interns se selecciona entre enzimas, inhibidores enzimiticos, hoimonas, mol6culas 
implicadas en la adhesidn y/o sefializaci6n celular, moleculas implicadas en detecci6n o 
marcaje, mol6culas compuestas por dominios, antigenos inmunog6nicos, agentes 

25 terap6uticos, y moleculas inmunoreguladoras. 

4. Construcci6n de ADN seg6n la reivindicacion 3, en la que dicho producto de 
interns se selecciona entre antfgenos especfficos de tumor, antigenos de enfermedades 
auto-inmune, factores de crecimiento, citoquinas, interleuquinas, interferones y 

30 minianticueipos. 
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5. Construcci6n de ADN segfax la reivindicacidn 1, en la que dicbo dominio de 
dimerizaci6n comprende una h61ice peptfdica o una estnictuia de doble arrollamiento 
helicolidal (coiled coil). 

5 6. Constmcci6n de ADN segun la reivindicacidn 5, en la que dicho dominio de 

dimerizacidn comprende una cremallem de leucina. 

7. Constraccidn de ADN segun la reivindicacidn 5, en la que dicho dominio de 
dimerizacidn comprende la cremallera de leucina del factor de transcripci6n •GCN4 de 

10 levadura. 

8. Constmccion de ADN segun la reivindicaci6n 1, en la que dicha tercera 
secuencia de acido nucleico se selecciona entre: 

a) la secuencia de nucleotidos que codifica para la HlyA de E, coli; 
15- T)) una secuencia de 4cido nucleico que comprende la secuencia de nucle6tidos 

que codifica para los 60 ultimos aminodcidos del extremo C-terminal de 
HlyA de E, coli; 

c) una secuencia de acido nucleico constituida por una secuencia de 
nucle6tidos que codifica para los 60 tiltimos aminoficidos del extremo C- 

20 terminal de HlyA de E, coli; 

d) la secuencia de nucle6tidos identificada como SEQ ID NO: 1; y 

e) una secuencia de nucle6tidos que codifica para la secuencia de aminoacidos 
identificada como SEQ ID NO: 2, 

25 9, Construcci6n de ADN seg&i las leivindicaciones 1 y 2, que comprende, ademds, 

una cuarta secuencia de ^cido nucleico que codifica para un peptide espaciador situada 
entre dichas primera y segunda secuencias de acido nucleico, en donde el extremo 5' de 
dicha cuarta secuencia de 4cido nucleico est& unido al extremo 3' de dicha primera 
secuencia de dcido nucleico y el extremo 3' de dicha cuarta secuencia de 4cido nucleico 

30 estd unido al extremo 5* de dicha segunda secuencia de )icido nucleico. 
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10. Construccioii de ADN scgCtn la reivindicaddn 9, en la que dicho p^tido 
espaciador comprende lepeticiones de restos de amino^idos, preferentemente^ 
repeticiones Gly-Gly-Gly-Ser. 

5 11. Construcci6n de ADN segfin la reivindicaci6n 9, en el que dicho p6ptido 

espaciador es una iiegi6n bisagm de un anticuerpo. 

12. Construcci6n de ADN segiin la reivindicaci6n 1, que comprende, adem^, una 
quinta se cuencia de ^cido nucleico que codilica para un p6ptido susceptible de ser 

10 utilizado con fines de aislamiento o purificacion, 

13. Construcci6n de ADN segian la reivindicaci6n 12, en la que dicho peptide 
susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento o purificaci6n comprende una 
secuencia de polihistidina o una secuencia peptidica reconocida por un anticueipo 

15 monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de lusi6n resultante por 
cromatografia de inmunoafinidad. 

14. Construcci6n de ADN segun la reivmdicaci6n 12, en la que dicha quinta 
secuencia de acido nucleico estd situada entre dichas segunda y tercera secuencias de 

20 acido nucleico ordenadas segun la reivindicaci6n 2, en donde el extreme 5* de dicha 
quinta secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 3' de dicha segunda secuencia de 
dcido nucleico y el extremo 3' de dicha quinta secuencia de 4cido nucleico estd unido al 
extremo 5' de dicha tercera secuencia de dcido nucleico. 

25 15. Construccion de ADN segiSn la reivindicaci6n 1, que comprende, ademSs, ima 

sexta secuencia de ^ cido nucleico que codifica para un p^ptido susceptible de ser utilizado 
con fines de reconocimiento. 

16. Construcci6n de ADN segun la reivindicaci6n 15, en la que dicho p6ptido 
30 susceptible de ser utilizado con fines de reconocimiento comprende ima secuencia 
peptidica reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede servir para reconocer la 
proteina de ilisi6n resultante por t6cnicas de inmunodetecci6n. 
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17. Construccidn de ADN segfin la reivindicaci6n 15, en la que dicho peptide 
susceptible de ser utilizado con fines de reconocimiento comprende la secuencia del 
epitopoE. 

5 18. Construcci6n de ADN segun la reivindicaci6n 15, en la que.dicha sexta 

secuencia de icido nucleico esti situada entre dichas segunda y tercem secuencias de 
dcido nucleico ordenadas segun la reiviiidicaci6n 2, en donde el extremo 5* de dicha sexta 
secuencia de dcido nucleico estd unido al extremo 3' de dicha segunda secuencia de &cido 
nucleico y el extremo 3' de dicha sexta secuencia de acido nucleico estk unido al extremo 
10 5 ' de dicha tercera secuencia de acido nucleico. 

19. Construccion de ADN segiin las reivindicaciones 12 6 15, en la que dichas 
quinta y sexta secuencias de 4cido nucleico estin separadas entre si. 

15 20. Construccion de ADN segun las reivindicaciones 12 6 15, en la que dichas 

quinta y sexta secuencias de dcido nucleico cst&n unidas entre si. 

21. - Construccion de ADN segun la reivindicacion 20, en la que dichas quinta y 
sexta secuencias de acido nucleico estSn situadas entre las secuencias segunda y tercera 

20 ordenadas segun la reivindicaci6n 2, 

22. Construcci6n de ADN segun la reivindicaci6n 1, que comprende, ademds, una 
septima s ecuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de nucle6tidos que 
codifica para una secuencia de aminodcidos susceptible de ser escindida especificamente 

25 por medios enzim&ticos o qu&nicos. 

23. Construccj6n de ADN segfin la reivindicacidn 22, en la que dicha s6ptima 
secuencia de dcido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para un 
sitio de reconocimiento de unaproteasa. 

30 

24. Construcci6n de ADN segto la reivindicacidn 23, en la que dicha proteasa se 
selecciona entre una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C ehdoproteasa, Lys-C 
endoproteasa y Factor de coagulaci6n Xa. 
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25. Constniccidn de ADN segfin la reivindicacidja 22, en la que dicha s6ptima 
secuencia de Scido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica para un 
sitio susceptible de set especificamente escindido por un leactivo quimico. 

5 26. Constmcci6n de ADN segun la reivindicacidn 25, en la que dicho reactivo 

quimico es bromuro de cian6geno. 

27. Construcci6n de ADN segfm la reivindicaci6n 22, en la que dicha s6ptiina 
secuencia de &cido nucleico se encuentra en cualquier posici6n entre las secuencias 

10 segunda y tercera de ^cido nucleico ordenadas segi^ la reivindicacidn 2. 

28. Un cassette de expresi6n que comprende una construccion de ADN segiin 
cualquiera de las reivindicaciones anteriores operativamente unida a una secuencia de 
control de expresidn. 

15 

29. Cassette de expresion segun la reivindicacidn 28, en la que dicha secuencia 
de control de expresidn comprende ima secuencia promotora, una secuencia codificante 
para reguladores transcripcionales, una secuencia de union a ribosomas (RBS) y/o una 
secuencia terminadora de transcripcidn. 

20 

30. Cassette de expresidn segun las reivindicaciones 28 y 29, en el que dicha 
secuencia de control de expresidn es funcional en bacterias. 

31. Vector que comprende al menos una construccidn de ADN segiin cualquiera 
25 de las reivindicaciones 1 a 27 o al menos un cassette de expresidn segun cualquiera de 

las reivindicaciones 28 a 30. 

32. Vector segfm la reivindicacidn 31, que comprende, adem&s, un marcador. 

30 33. Vector segun la reivindicacidn 32, en el que dicho marcador comprende un 

gen de resistencia a antibidticos o un gen de resistencia a compuestos tdxicos. 

34. Una bacteria Gram negativa que conqjrende una construccidn de ADN segun 
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cualquiera de las leivindicaciones 1 a 27, o un cassette de expiesidn segi^ cualquiera de 
las reivindicaciones 28 a 30. 

35. Una bacteria Gram negativa que comprende al menos una constniccidn de 
5 ADN seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 o al menbs un cassette de 

expresi6n segCm cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30 o al menos un vector segCm 
las reivindicaciones 3 1 a 33 . 

36. Bacteria segiin la reivindicacion 35, seleccionada entre Escherichia coli, 
10 Salmonella tiphymurium, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, 

37. Una proteina de fusi6n dimerica obtenible per expresi6n de la secuencias de 
icido nucleico contenida en una constniccion de ADN segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 27. 



15 



20 



38. Una proteina de fiisidn dimerica obtenible por expresi6n de la secuencias de 
dcido nucleico contenidas en al menos una construccidn de ADN segun cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 27, o al menos un cassette de expresion segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 28 a 30 o al menos un vector segfin las reivindicaciones 31 a 33. 



39. Proteina de fusi6n dim6rica segun las reivindicaciones 37 y 38, en la que cada 
mon6mero comprende: 

(i) la secuencia de amino&cidos de un producto de interns. 

(ii) una secuencia de amino&cidos correspondiente a un dominio de 
25 dimerizaci6n; y 

(iii) la secuencia de aminoicidos de la a-hemolisina (HlyA) de Escherichia coli 
o de un Iragmento de dicha proteina que comprende la serial de 
reconocimiento del mecanismo de secreci6n del sistema transportador de 
bemolisina (Hly) de E. coli; 
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40. Protema de fusi6n segiin la reivindicacion 40, en la que cada mondmero 
comprende: 

(i) un producto de interes seleccionado entre una enzima, un inhibidor 
enzixndtico, una hormona, una mol^cula hnplicada en la adhesion y/o 
senalizacidn celular, mol6culas implicadas en deteccidn o marcaje, 
moleculas compuestas por dominios, un antfgeno imnunog^nico, un 
agente terap6utico, una mol^cula inmunoreguladora; 

(ii) un dominio de dimerizacidn, seleccionado entre una h61ice peptidica y 
una estructura de doble arrollamiento helicolidal (coiled coil); y 

(iii) la secuencia completa de aminoAcidos de HlyA de E, colU o un 
fragmento de HlyA de E, coli que comprende la sefial de reconocimiento 
del mecanismo de secreci6n del sistema transportador de Hly de K coli, 

41. Protelna de fusi6n segCin la reivindicaci6n 41, en la que cada monomero 
comprende: 

(i) un producto de interns seleccionado entre un antigeno especifico de 
tumor, \m antigeno de enfermedades autoinmunes, . un factor de 
crecimiento, ima citoquina, ima interleuquina, un interferon, y un 
minianticuerpo; 

(ii) un dominio de dimerizaci6n, seleccionado entre una helice peptidica y 
una estructura de doble arrollamiento helicolidal (coiled coil); y 

(iii) la secuencia completa de aminoacidos de HlyA de E. coli, o un 
fragmento de HlyA de E. coli que comprende la sefial de reconocimiento 
del mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E. coli, 

42. Proteina de fusi6n segtin las reivindicaciones 37 a 41, en la que cada 
mon6mero comprende ademds (a) un peptide espaciador entre el producto de inter6s y 
el dominio de dimerizaci6n; y/o (b) un peptido para facilitar el aislamiento o 
purificacidn del peptido o proteina de fUsi6n; y/o (c) un peptido que permita el 
reconocimiento del peptido o proteina de fusi6n; y/o (d) una secuencia de aminodcidos 
susceptible de ser escindida especificamente por medios enzimdticos o qufmicos. 



43. Proteina de fusi6n segun la reivindicaci6n 42, en la que cada mon6mero 
HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26) 
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comprende, (a) un p6ptido que contiene repeticiones de Gly-Gly-Gly-Ser o la regi6n 
bisagia de un anticuerpo; y/o (b) ima secuencia de polihistidina o una secuencia 
peptfdica reconocida por un anticuetpo monoclonal y que puede servir para purificar la 
proteSna de fusion resultante por cromatografia de inmunoafinidad; y/o (c) una 
5 secuencia peptidica reconocida por un anticuexpo monoclonal y que puede servir para 
reconocer la proteina de fasidn resultante por t^cnicas de inmunodetecci6n; y/o (d) una 
secuencia de aminodcidos que constituye un sitio de reconocimiento de una 
enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C endoproteasa o Factor 
de coagulacion Xa o una secuencia de aminoacidos susceptible de ser especificaniente 
10 escindidaporunreactivo quimico. 

44. Un m6todo para producir un producto de inter6s, en forma de una proteina de 
fusi6n dimerica segiin cualquiera de las reivindicaciones 37 a 43, que comprende crecer 
una bacteria segiin la reivindicaciones 34 a 36 bajo condiciones que permiten la 

15 produccion y excreci6n al medio de ciiltivo de dicho producto de interfa en forma de 
una proteina de fusi6n dim&ica 

45. Un m6todo segun la reivindicacidn 44 para producir una proteina de ftision 
dimerica que comprende dos productos de interns. 

20 

46. M6todo segun la reivindicaciones 44 y 45, que comprende, adem^s, el 
aislamiento y purificaci6n de dicha proteina de fusion dimerica. 

47. Uso de una construccion de ADN segiin las reivindicaciones 1 a 27 para la 
25 creaci6n de una librerfa de protefnas dim6ricas. 

48. Uso de la librerfa de la reivindicaci6n anterior para la seleccidn de mo16culas 
con c^acidad de unidn a un antfgeno determinado. 

30 49. Proteina de fusidn dimerica segfm las reivindicaciones 37 a 43 para uso en 

terapia. 
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50. Proteina de fiisi6n dim^rica seg6n las idvindicaciones 37 a 43 para uso en 
diagndstico in vitro o in vivo. 
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Mapa de pZEHlyA 

Con 16 enzimas: ECORI PSTI SALI HINDIII BAMHI NOTI SACI 
SACII SPHI KPNI XBAI NHEI NDEI 



AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT (secuencia anterior a ATG) 

AccI 
EcoRI Sail I 

I II 

ATGACCATGAtTACGAATTTAGATCTGAATTCGGTGtcgacgTCCGGCGGTCCGAAGCCT 

1 : + + + + + + 60 

TACTGGTACTaATGCTTAAATCTAGACTTAAGCCACagctgcAGGCCGCCAGGCTTCGGA 

MTMITN LDLNSVSTSGGPKP 

|*=> Ig hinge 

Smal Sad 

1 I 
TCCACTCCGCCCGGGTCTTCCCGTATGAAACAGCTGGAAGACAAAGTAGAGGAGCTCCTT 

6i + + + + — -+ 120 

AGGTGAGGCGGGCCCAGAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTCCTCGAGGAA 

STPPGSSRMKQLEDKVEEL Ij 

|=> Leu-zipper GCN4 

Xbal Hindlll 

I I 
AGCAAGAACTACCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAAAAAGCTTGTTGGTGAACGT 

121 + + + + + + 180 

TCGTTCTTGATGGTAGATCTTTTGCTCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACAACCACTTGCA 

S. KNYHLENEVARLKKLVGER 

AccI 

Sail I Smal BamHI 

II I I 
GGTGGTCACCATCACCATCACCATgcgTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTATCCG 

181 + + + + + + 240 

CCACCAGTGGTAGTGGTAGTGGTAcgcAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATAGGC 

G GHHHHHHASTPGGAPVPy P 
|=> 6xhis tag 1=> E-tag 



GATCCGCTGGAACCGGCCGGGGAAAATTCTCTTGCTAAAAATGTATTATCCGGTGGAAAA 

241 + + + + + + 300 

CTAGGCGACCTTGGCCGGCCCCTTTTAAGAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCTTTT 

DPLEP. AGENSLAKNV LSGGK 

|«> C-hlyA 



Fig. 6 (cont.) 
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GGTAATGACAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGCGGAGAAGGGAAT 

+ + +- + + + 

CCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCGCCTCTTCCCTTA 

GN. DKLYGSEGADLLDGGEGN 



GATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGGATATGGCCAT 

;gl + + -+ + + 

CTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACCGGTA 

D LLK G G Y GN D l YRY L S G Y G H 

CATATTATTGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGATTTC 

121 -+ + + + t- + 

GTATAATAACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGACTATATCTAAAG 

HIIDD. EGGKDDKLSLADIDF 



CGGGACGTTGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCATTATGTATAAAGCTGAAGGTAAT 

+ + + + + + 

GCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCATTA 

RDVAFKREGN DLIMYKAEGN 



GTTCTTTCTATTGGCCACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTTGAAAAAGAGTCA 

^ + + + + : + 

CAAGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAACTTTTTCTCAGT 

VLS IGHKNGITFKNWFEKES 



GATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATCACA 

+ + + + + + 

CTACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAGTGT 

DDLSNHQIEQIFDKDGRVIT 



CCAGATTCTCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTATGTG 

661 + + + + + + 720 

GGTCTAAGAGAATTTTTTCGTAAACTTATAGTCGTCTCATTATTGTTCCATTCAATACAC 

PDSLKKAFEYQQSNNKVSYV 

TATGGACATGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAATGAA 

721 + + + + + + 780 

ATACCTGTACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTACTT 

YGHDASTYGSQDNLNPLINE 

Fig. 6 (cont.) 
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PstI 

1 

ATCAGCAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAAAGATCTGCCGCT 

781 — + + 840 

TAGTCGTTTTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGGCGA 

ISKIISAAGNFDVKEERSAA 

Ndel 
I 

TCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATAACT 

841 + + + + + + 900 

AGAAATAACGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTATTGA 

S L L Q-L S G N A S D F S Y G R N S I T - 



TTGACAGCATCAGCATAA 

901 + 918 

AACTGTCGTAGTCGTATT 

a LTASA*- 

Enzlmas que cortan: 

Acci BamHI EcoRl Hindlll Ndel PstI Sad Sail 

Smal Xbal 

Enzimsa que no cortan: 

Kpnl Ncol Nhel NotI SacII SphI 



Fig, 6 
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Bfapa de pZBHL1gA2SD 

Con 11 enzimas: ECORI BGLII BAMHI NCOI NHEI SFII SALI XMAI XBAI. EAGI SALI 
HINDIII 

Bglll EcoRI 
I I 

ATGJUITACGAATTTAGATCTGAATTCGGGCCCTTCGAAAATTAATACGACTCACTATAGG 

+ : + + + V + 60 

TACTTATGCTTAAATCTAGACTTAAGCCCGGGAAGCTTTTAATTATGCTGAGTGATATCC 

Xbal NcoI 

I * ^ i 

GAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATATC 

+ + + + + + 120 

CTCTGGTGTTGCCAAAGGGA6ATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATAG 

Nhel Sfil Sail 

1 II 

CATGGCTAGCACGGCCTCGGGGGCCGCGTCGACGTCCGGCGGTCCGAAGCCTTCCACTCC 

121 + + + + + + 180 

GTACCGATCGTGCCGGAGCCCCCGGCGCAGCTGCAGGCCGCCAGGCTTCGGAAGGTGAGG 

MAST ASGAASTSGGPKP STP- 

|=> Ig hinge 

Xmal 

GCCCGGGTCTTCCCGTATGAAACAGCTGGAAGACAAAGTAGAGGAGCTCCTTAGCAAGAA 

j^Ql + + + + + + 240 

CGGGCCCAGAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTCCTCGAGGAATeGTTCTT 



PGSSRMKQLEDK VEELLSKN- 
|«> Leu-zipper GCN4 

Xbal Hindi I I 

I I 

CTAGCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAAAAAGCTTGTT6GTGAACGTGGTGGTCA 

241 + + + + + + 300 

GATGGTAGATCTTTTGCTCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACAACCACTTGCACCACCAGT ' 

YHLEN EVARLKKLV6 E RGGH - 

I' 

Sail Xmal BamHI 

I I I 

CCATCACCATCACCATGCGTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCGCT 

301 + + + + + + 360 

GGTAGTGGTAGTGGTACGCAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATAGGCCTAGGCGA 



Fig, 7 (cont.) 
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HHHHHASTP GGAPVPYPDPL 
.6xhis tag l-> E-tag 

EagX 

GGAACCGGCCGGGGAAAATTCTCTTGCTAAAAATGTATTATCCGGTGGAAAAGGTAATGA 

, ^ : ^ + + + 

CCTTGGCCGGCCCCTTTT2^GAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCTTTTCCATTACT 



EPAGENS LAKNVLSGGK 'GND- 
!=> C-hlyA 

CAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGCGGAGAAGGGAATGATCTTCT 

421 + + ^ + + 430. 

GTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCGCCTCTTCCCTTACTAGAAGA 

KLYGSEGADLLDGG EGNDLL- 

GAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGGATATGGCCATCATATTAT 

4B1 + + + + ^ 

CTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACCGGTAGTATAATA 

KGG Y GNDIYRYLSGYGHHII- 

TGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGATTTCCGGGACGT 

541 + + + -f + + 600 

ACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGACTATATCTAAAGGCCCTGCA 

DDEGGKDDK LSLADIDFRDV- 

TGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCATTATGTATAAAGCTGAAGGTAATGTTCTTTC 

601 + + + + ^ 

ACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCATTACAAGAAAG 

A F.K.R EGNDLIMYKAEGNVLS- 

TATTGGCCACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTTGAAAAAGAGTCAGATGATCT 

661 + + — +" + + ^20 

ATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAACTTTTTCTCAGTCTACTAGA 

IGHKNGITPKNWFEKESDDL- 

CTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATCACACCAGATTC 

721 + + + -+ + 780 

GAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAGTGTGGTCTAAG 

SNHQIEQIFDKDGRVITPDS- 

TCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTATGTGTATGGACA 
781 4. + + + + + 840 

ag;attttttcgtaaacttatagtcgtctcattattgttccattcaatacacatacctgt 

Pig. 7 (cont.) 
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LKKA FEYQQSNNKVSYVYGH- 

TGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAATGAAATCAGCAA 

841 + + + + — +- + 900 

ACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTACTTTAGTCGTT 

DASTYGSQDNLNPL INEIS .K- 

Bglll 
I 

AATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAAAGATCTGCCGCTTCTTTATT 

901 + + + + + + 960 

TTAGTAAAGTCGACGTCCT^TTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGGCGAAGAAATAA 



I 



ISAAGNFDVKEERSAASLL 



GCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATAACTTTGACAGC 

961 + + — • ■*■ 

CGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTATTGAAACTGTCG 

QLSGNAS D FSY GRN S I T LTA - 
ATCAGCATAATATATTAATTTAAATGATAGCAATCTTACTGGGCTGTGCCACATAAGATT 

L021 + + + + + ^ ^0^0 

TAGTCGTATTATATAATTAAATTTACTATCGTTAGAATGACCCGACACGGTGTATTCTAA 

S A * - 

GCTATTTTTTTGGAGTCATAATGGATTCTTGTCATAAAATTGATTATGGGTTATACGCCC 

1081 + + +— — + " + ^ 

CGATAAAAAAACCTCAGTATTACCTAAGAACAGTATTTTAACTAATACCCAATATGCGGG 



TGGAGATTTTAGCCCAATACCATAACGTCTCTGTTAACCCGGAAGAAATTAAACATAGAT * 

1141 + + + + + -+ 1200 

ACCTCTAAAATCGGGTTATGGTATTGCAGAGACAATTGGGCCTTCTTTAATTTGTATCTA 

TTGACACAGACGGGACTGGTCTGGGATTAACGTCATGGTTGCTTGCTGCGAAATCTTTAG 

1201 + + + + + + ^260 

AACTGTGTCTGCCCTGACCAGACCCTAATTGCAGTACCAACGAACGACGCTTTAGAAATC 

AACTAAAGGTAAAACAGGTAAAAAAAACAATTGACCGATTAAACTTTATTTCTCTGCCCG 

1261 + + +— + + + ^^20 

TTGATTTCCATTTTGTCCATTTTTTTTGTTAACTGGCTAATTTGAAATAAAGAGACGGGC 

CATTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTGACTAAAGTCAGTAAAGAAGCAA 

1321 + + + + + + 1380 

GTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAAGACTGATTTCAGTCATTTCTTCGTT 

Fig. 7 (cont.) 
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ACAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCGTGTTCTCGAACAGTCTGAGT 

1381 + + + +- + + 1440 

TGTCTATAGAATAAAGACTAGACCTCGTCGCTTTAGGGGCACAAGAGCTTGTCAGACTCA 

TTGAGGCGTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTCCCGTTCTTCTGTTGCCGGGA 

1441 + + + + + + 1500 

AACTCCGCAATATAGTCCCCGTATAATAAGAATAGCGAAGGGCAAGAAGACAACGGCCCT 

AACTGGCGAAATTTGACTTTACCTGGTTTATTCCTGCCATTATAAAATACAGGAGAATAT 

1501 + -f ^— -+ + 1560. 

TTGACCGCTTTAAACTGAAATGGACCAAATAAGGACGGTAATATTTTATGTCCTCTTATA 

TTATTGAAACCCTTGTTGTGTCTGTTTTTTTACAATTATTTGCATTAATAACCCCCCTTT 

1561 + + + + + ^^20 

AATAACTTTGGGAACAACACAGACAAAAAAATGTTAATATUICGTAATTATTGGGGGGAAA 

TTTTTCAGGTGGTTATGGACAAAGTATTAGTGCACAGGGGATTTTCAACTCTTAATGTTA 

1621 + + + + + + 1680 

AAAAAGTCCACCAATACCTGTTTCATAATCACGTGTCCCCTAAAAGTTGAGAATTACAAT 

TTACTGTCGCATTATCTGTTGTGGTGGTGTTTGAGATTATACTCAGCGGTTTAAGAACTT 

1681 + + + + + + l'^<»0 

AATGACAGCGTAATAGACAACACCACCACAAACTCTAATATGAGTCGCCAAATTCTTGAA 

ACATTTTTGCACATAGTACAAGTCGGATTGATGTTGAGTTGGGTGCCAAACTCTTCCGGC 

1741 + + + + + 1800 

TGTAAAAACGTGTATCATGTTCAGCCTAACTACAACTCAACCCACGGTTTGAGAAGGCC6 

ATTTACTGGCGCTACCGATCTCTTATTTTGAGAGTCGTCGTGTTGGTGATACTGTTGCCA 

1801 — + — -+ + + + + I860 

TAAATGACCGCGATGGCTAGAGAATAAAACTCTCAGCAGCACAACCACTATGACAACGGT 

GGGTAAGAG7VATTAGACCAGATCCGTAATTTTCTGACAGGACAGGCATTAACATCTGTTC 

1861 + + + -+ + + 1920 

CCCATTCTCTTAATCTGGTCTAGGCATTAAAAGACTGTCCTGTCCGTAATTGTAGACAAG 

Hindlll 
I 

TGGACTTATTATTTTCATTCATATTTTTTGCGGTAATGTGGTATTACAGTCCAAAGCTT 

1921 + + 1979 

ACCTGAATAATAAAAGTAAGTATAAAAAACGCCATTACACCATAATGTCAGGTTTCGAA 

Fig. 7 (cont.) 
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Enzimas que cortan: 

BamHI Bglll EagI EcoRI Hindlll Ncol Nhel Sail 
Sfil Xbal Xmal 

Enzimas que no cortan: 

Nlnguno 



Fig. 7 
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Mapa de pVancvHIiYA 



Con 8 enzimas: NCOI PiSTI SALI HI3SIDIII SFII BAMHI NOTI ECORI PSTI 



ACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATiU^TTTTGTTTAACTOTAAGAAGGA 

^ + + + + + 60 

TGATATCCCTCTQGTGTTGCCAAAGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTC 

NcoI 

GATATATCCATGGCTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTTGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGG 

+ + + + 4- + 120 

CTATATAGGTACCGAGTCCACGTCGACCACCTCAGAACCCCTCCGAGCGACGTCCGACCC 

MAQVQIi VESWGGSVQAG 
|=> VHH amilasa 

6GGTCTCTGAGACTCTCCTGCACAGCCCCTGGATTCACCTCCAATAGCTGCCGCATGGAC 



121 + + + + + + 180 

CCCAGAGACTCTGAGAGGACGTGTCGGGGACCTAAGTGGAGGTTATCGACGGCGTACCTG 

a GSLRL SCTAPGFT SNSCRMD 

PStI 

TGGTACCGCCAGGCTGCAGGGAAGCAGCGCGAGTGGGTCTCATCTATTAGTACTGATCGT 

181 + + + r+ + + 240 

ACCAAGGCGGTCCGACGTCCCTTCGTCGCGCTCACCCAGAGTAGATAATCATGACTACCA 

a WYRQAAGKQREWVSSISTDG 

CGCACAAGCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAAAGCCAAG 

241 + + + OTGGTAGATCTTTCTGTTTC^ 

a RTSYADSVKGRFTISKDKAK 

GACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGT 

301 + + + + + + 360 

CTGTGCCACATAGACGTTTACTTGTCGGACTTTGGACTCCTGTGCCGGTAGATAAITGACA 

a DTVYLQ MNSLKPB DTAIY YC - 

GCCGTGAGGACGAATCGGTATCGTCCGCAATCTCACGAATTTCGCTACTGGGGCCCGGGG 



361 + +— + -+ + + 4- 

CGGCACTCCTGCTTACCCATAGCAGGCGTTAGAGTGCTTAAAGCGATGACCCCGGGCCCC 

AVRTN GYRPQSHEFRYWGPG 



Fig. 8 (cont.) 
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Sfil Sail 

acccaggtcaccgtctccw:aacggcctcgggggccgcgtcgacgcccgggggtgcgccg 

421 +- + + 

TGGGTCCAGTGGCAGAGGAGTTGCCGGAGCCCCCGGCGCAGCTGCGGGCCCCCACGCGGC 

TQVTVSSTASG AASTPGG AP 

|=> B-tag 



BamHI 

GTGCCGTATCCGGATCCGCTGGAACCGGCCGGGgAAAATtCTCTTGCTAAAAATGTATTA 

^ + + + + + 

CACGGCATAGGCCTAGGOSACCTTGGCCGGCCCcTTTTAaGAGAACGATTTTTACATAAT 



VPYPDPLEPAGEN StiAKNVL 

|=> C-lllyA 



TCCGGTGGAAAAGGTAATGACAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGC 

541 + + + + + + 600 

AGGCCACCTTTTCCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCG 

SGGKGNDKLYGSEGADLIiDG 

GGAGAAGGGAAT6ATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCA 

601 + + + + + + 

CCTCTTCCCTTACTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGT 

GE GNDLLKGGYGNDIYRYLS 

GGATATGGCCATCATATTATTGACGATCAA6GGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCT 

661 + + f + + + 720 

CCTATACCGGTAGTATAATAACTX3CTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTC 

GYG HHIIDDEGGKDDKL SLA 

GATATAGATTTCCGGGACGTTGCCTTTAAGCGA6AAGGGAATGACCTCATTATGTATAAA 

721 + + + + + + 780 

CTATATCTAAAGGCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTT 

DIDFRDVAF KREGNDLI MYK .~ 

GCTGAAGGTAATGTTCTTTCTATTGGCCACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTT 

781 + + + +- + + 840 

CGACTTCCATTACAAGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAA 

AEGNVLSIGHKNGITFKNWF 

6AAAAAGAGTCAGATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGC 

841 + + + + 

CTTTTTCTCAGTCa?ACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATaW 

EKESDDLSNHQIEQIPDKDG 

AGGGTAATCACACCAGATTCTCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAG 

901 + + +- + + + 560 

TCCaATTAGTGOTGGTCTAAGAGAATTTrTTCGTAAACTTATAGTaS^ 

Fig. 8 (cont.) 
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RVITPDSL.KKAFEYQQSNNK 

GTAAGTTATGOXSTATGGMATGATGCATCAACTTATGGGAGCCa^CSGACAATCTTA^^ 

951 ^ 4- - — « H I — + 1020 

CATTCAATACACATACCTGTACTACGTAGTTGZ^TACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAG 

VSYVYG HDAS TYG SQDNIiNP 

Psti 

TTAATTAATGAAATCA6CAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAA 

1021 + + + ■** "*■ 

AATTAATTACTTTAGTCGTTTTAGTAAAGTCGAC6TCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTT 

LINEISKIIS AAGNFDVKEE 

AGATCTGCCGCTTCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGG ^ 

1081 + + + + + — — — ---+ 1140 

TCTAGACGGCGAAGAAATAACGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCC 

RS AA SLLQIiSGNASDPSYGR - 

AACTCAAT AACTTTGACAGCATC AGC ATAATATATTAATTTAAATGAT^^ 

1141 + + + + ^ ^^^^ 

TTGAGTTATTGAAACTGTCGTAGTCGTATTATATAATTAAATTTACTATCGTO^ 

NSITIjTASAr- 



1201 + + + + ^ + ^260 

CCCGACACGGTGTATTCTAACGATAAAAAAACCTCAGTATTACCTAAGAACAGTATTTT^ 

TGATTATGGGTTATACGCCCTGGAGATTTTAGCCCAATACCATAACGTCTCTGTTAACCC 

2251 - +— - »-^— — + + 1320 

ACTAATACCCAATATGCGGGACCTCTAAAATCGGGTTATGGTATTGCAGAGACAATTGGG 

GGAAGAAATTAAACATAGATTTGACACAGACGGGACTGGTCTGGGATTAACGTCATGGTT 

1321 + + + + + * 1380 

CCTTCOOTAATTTGTATCTAAACTGTGTCTGCCCTGACCAGACCCTAATaXSCAGTACCAA 

GCTTGCTGCGAAATCTTTAGAACTAAAGGTAAAACAGGTAAAAAAAACAATTGACCGATT 

1381 + + + + — ^ ^^^^ 

CGAACGACGCTTTAGAAATCTTGATTTCCATTTTGTCCATTTTTTTTGTTAACTGGCTAA 

AAACTTTATTTCTCTGCCrGCATTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTGAC 

1441 + + + + + + ^^^^ 

TTTGAAATAAAGAGACGGGCGTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAAGACTG 

Fig. 8 (cont.) 
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TAiWVGTCAGTAAAGAAGCiWW^CAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCG 

1501 --+ + + + + 1560 

ATTTCAGTCATTTCa?TCGTTTGTCTATAGAATAAA6ACTAGACCTCGTCGCTTTAGGGGC 

TGTTCTCGAACAGTCTGAGTTTGAGGCGTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTC 

1561 + + + + + + 1620 

ACAAGAGCTTGTCAGACTCAAACTCCGCAATATAGTCCCC6TATAATAAGAATAGCGAAG ( 

CCGTTCTTCTGTTGCCGGGAAACTGGCGAAATTTGACTTTACCTGGTTTATTCCTGCCAT 

1621 + + + + + + 1680 

GGCAAGAAGACAACGGCCCTTTGACCGCTTTAAACTGAAATGGACCAAATAAGGACGGTA 

TATAAAATACAGGAGAATATTTATTGAAACCCTTGTTGTGTCTGTTTTTTTACAATTATT 

1681 + + + + + 1740 

ATATTTTATGTCCTCTTATAAATAACTTTGGGAACAACACAGACAAAAAAATGTTAATAA 

TGCATTAATAACCCCCCTTTTTTTTCAGGTGGTTATGGACAAAGTATTAGTGCACAGGGG 

X741 + + + + + + 180t> 

ACGTAATTATTGGGGG6AAAAAAAAGTCCACCAATACCTGTTTCATAATCACGTGTCCCC 

ATOTTCAACTCTTAATGTTATTACTGTCGCATTATCTGTTGTGGTGGTOTTTGAGAOT 

1801 + + + + '• + + I860 

TAAAAGTTGAGAATTACAATAATGACAGCGTAATAGACAACACCACCACAAACTCTAATA 

ACT(^GCGGTTTAAGAACTTACATTTTTGCACATAGTACAAGTCGGATTCATGTT^ 

1861 + + + + + + 1920 

TGAGTCGCCAAATTCTTGAATGTAAAAACGTGTATCATGTTCAGCCTAACTACAACTCAA 

GGGTGCCAAACTCTTCCGGCATTTACTGGCGCTACCGATCTCTTATTTTGAGAGTCGTCG 

1921 + + + + + + 1980 

CCCACGGTTTG2W3AAGGCCGTAAATGACCX3CGATGGCTAGAGAATAAAACTCTCAGCAGC 

TGTTGGTGATACTGTTGCCAGGGTAAGAGAATTAGACCAGATCCGTAATTTTCTGACAGG 

1981 + + . + + + + 2040 

ACAACCACTATGACAACGGTCCCATTCTCTTAATCTGGTCTAGGCATTAAAAGACTGTCC 

ACAGGCATTAACATCTGTTCTGGACTTATTATTOTCT^TTCATATTTTTT^ 

2041 + + + + + + 2100 

TGTCCGTAATTGTAGACAAGACCTGAATAATAAAAGTAAGTATAAAAAACGCCATTACAC 

Fig. 8 (cont.) 
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Hindlll 

GTATTACAGTCCAAAGCTTACTCTGGTGATCTTATTTTCGCTGCCTTGTT 

2101 + + + + + + 2160 

CATAATGTCAGGTTTCGAATGAGACCACTAGAATAAAAGCGACGGAACAATACGACGTAC 

GTCTGTTTTTATTAGCCCCATTTTGCGACGTCGCCTTGATGATAAGTTTTCACGGAATGC 

2161 + + + + + 2220 

CAGACAAAAATAATCGGGGTAAAACGCTGCAGCGGAACTACTATTCAAAAGTGCCTTACG 

GGATAATCAATCTTTCCTGGTGGAATCAGTCACGGCGATTAACACTATAAAAGCTATGGC 

2221 + + + + + 2280 

CCTATTAGTTAGAAAGGACCACCTTAGTCAGTGCCGCTAATTGTGATATTTOXIGATACCG 

Pgtl 
I 

' AGTCTCACCTCAGATGACGAACATATGGGACAAACAATTGGCAGGATATGTTGCTGCAGG 

2281 + + + ' +-7 + + 2340 

TCy^GAGTGGAGTCTACTGCTTGTATACCCTGTTTGTTAACCCTCCTATACAACGACGTCC 

CTTCAAAGT6ACAGTATTAGCAACCATTGGTCAACAAGGAATACAGTTAATACAAAAGAC 

2341 + + + . + + : + 2400 

GAAGTTTCACTGTCATAATCGTTGGTAACCAGTTGTTCCTTATGTCAATTATGTTO^ 

TGTTATGATCATCAACCTGTGGTTG6GAGCACACCTGGTTATTTCCGGGGATTTAAGTAT 

2401 + + + + + + 2460 

ACAATACTAGTAGTTGGACACCAACCCTCGTGTGGACCAATAAAGGCCCCTAAATTCATA 

TGGTCAC5TTAATTGCTTTTAATATGCTTGCTGGTCAGATTGTTGCACCGGTTATTCGCCT 
2461 --+ + + + + + 2520 

accagtcaattaacgaaaattatac6aacgacx:agtctaacaacgtggccaataagcgqa 
tgcacaaatctggcaggatttccagcaggttggtatatcagttacccgccttggtgatgt 

2521 '+ — + + + — T + + 2580 

acgtgtttagaccgtcctaaaggtcgtccaaccatatagtcaatgggcggaaccactaca 
gcttaactctccaactgaaagttatcatgggaaactggcattaccggaaattaatggtga 

2581 + + + + + 2640 

cgaattgagaggttgactttcaatagtaccctttgaccgtaatggcctttaattaccact 
tatgacttttcgtaatatccggtttcgctataagcctgactctccggttattttagataa 

2641 +— + + + + + 2700 

atagtgaaaagcattataggccaaagosatattcggactgagaggccaataaaatctatt 
tatcaatctcagtattaagcagggggaggttattggtattgttogacgttctcgttcyvgg 

2701 + + + + + + 2760 

ATAGTTAGAGTCATAATTCGTCCCCCTCCAATAACCATAACAGCCTGCAAGACCAAGTCC 



Fig. 8 (cont.) 
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AAAAAGCACATTAACTAAATTAATTCAACGTT 

2761 + + +— 2792 

TTTTTCGTGTAATTGATTTAATTAAQTTGCAA 

Enzimas que cor tan: 

BaitiHI Hindlll Ncol PstI Sail Sfil 

Enzimas que no cor tan: 
EcoRI NotI 



Fig. 8 
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M^pa dQ pVancvZHIiYA 

Con 11 erizimas: ECORI SPHI PSTI NCOI NHEI NDEI BAMHI HINDIII 
SALI SFII NOTI 

ACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA 

1 „ + + + + 4- + 60 

TGATATCCCTCTGGTGTTGCCAAAGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCT 

NcoI 

GATATATCCAO^GCTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTTGGGGAGGCT^ 



61 



+ 120 



CTATATAGGTACCGAGTCCACGTCGACCACCTCAGAACCCCTCCGAGCrACGTCCGACCC 

MAQVQ. LVBSWGGSVQAG 
I => VHH amilasa 

GGGTCTCTGAGACTCTCCTGCACAGCCCCTGGATTCACCTCCAATAGCTGCCGCATGGAC 

121 + + + + + + 180 

CCCAGAGACTCTGAGAGGACGTGTCGGGGACCTAAGTGGAGGTTATCGACGGCGTACCTG 

GSIiRLiSCTAPGPTSNSCRMD 
PstI 

TGGTACCGCCAGGCTGCAGGGAAGCAGCGCGAGTGGGTCTCATCTATTAGTACTGATGGT 

]^33L + + •* + ■ +-- + ^ 240 

ACCAAGGCGGTCCGACGTCCCOTCGTCGCGCTCACCCAGAGTAGATAATCATGACTACCA 

W Y R Q A A GKQREWVSS ISTD G 



CGCACAAGCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAAAGCCAAG 

^ ^ + + + + 

GCGTGTTCGATACGTCTGAGQCACTTCCCGGCTAAGT6GTAGAGGTTTCTGTTTCGGTTC 

RT-SYADSVKGRFTI SKDKAK 



GACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGT 

: ^ ^ + + + + 

CTGTGCCACATAGACGTTTACTTGTCGGACTTTGGACTCCTGTGCCGGTAGATAATGACA 

DTVYIiQMNSLKPEDTA IYYC 



GCCGTGAGGACGAATGGGTATCGTCCGCAATCTCACGAATTTCGCTACTGGGGCCCGGGG 

^ + : +. + 

CGGCACTCCTGCTTACCCATAGCAGGCGTTAGAGTGCOTAAAGCGAT6ACCCCGGGCCGC 



Fig. 9 (cont.) 
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a AVR TNGYRPQSH EFR YWGP G 

Sfil sail 
I I 

ACCCAGGTCACCGTCTCCTCAACGGCCTCGGGGC3CCGCGTCGACGTCCGGCGGTCCGAAG 

421 + + + + + -+ 480 

TGGGTCXAGTGGCAGAGGAGTTGCCGGAGCCCCCGGCGCAGCOXSCAGGCCGCCAGGCTTC 

a TQVTVSSTASGAASTS6GPK 

|=> Ig hinge 

CCTTCCACTCCGCCCGGGTCOTX:CCGTATGAAACAGCT6GAAGACAAA6TA6AgGAGCTC 

481 + + + + + + 540 

GGAAGGTGAGGCGGGCCCAGAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTTCTCGAG 

a P STPPG SSRMKQ LBDKVBEL 

|'> Leucine Zipper GCN4 

Hindlll 
I 

CTTAGCAAGAACTACCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAAAAAGCTTGTTGGTGAA 

541 + + + + + + 600 

GAATCGTTCTTGATGGTAGATCTTTTGCTCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACAACCACOT 

a LSKNYHLENEVARIiKKLVGE 

Sail 
I 

CGTGGTGGTCACCATCACCATCACCATGCGTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTAT 

601 + + + + + + 660 

GCACCACCAGTGGTA6TGGTAGTGGTACGCAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATA 

a RGGHHHHHHASTP GGAPVPY 

|=> 6xhis tag |=> E-tag 

I 

CCGGATCCGCTGGAACCGGCCGGGgAAAATtCTCTTGCTAAAAATGTATTATCCGGTGGA 

661 + + + + + + 720 

GGCCTAGGCGACCTTGGCCGGCCCcTOTTAaGAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCT 

a PDPLEPAGENSIiAKN VLSGG 

|=> C-hlyA 

AAAGGTAATGACAAGTTGTAC6GCAGTGAGGGAGCAGACCTOCTTGATGGCGGAGAAGGG 
721 + + + + + + 780 

TTTCCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCGCCTCTTCCC 

a KGNDKL YGSEGADLLD GGEG 



Fig. 9 (confc.) 
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AATGATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGQATATGGC 

73]^ + + + + + + 840 

TTACTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACCG 

NDIiIiRGGYGN DlYRYLSGYG 

CATCATATTATTGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGAT 

841 + + + + + + 900 

GTAGTATAATAACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGACTATATCTA 

HHIIDDEGGKDDKLSLAD ID 

TTCCGGGACGTTGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCaXTATTATGTATAAAGCTGAAGGT 

901 + -+ + + + + 960 

AAGGCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCA 

FRD VAFKRBGNDLIMYKAEG 



AATGTTCTTTCTATTGGCXIACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTTGAAAAAGAG 

961 + + + + + + 1020 

TTACAAGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAACTTTTTCTC 

NVLSIGH K.NGITFKNWFEKE 

TCAGATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATC 

1021 + + + + + + 1080 

A6TCTACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAG 

S DD. LSNHQIEQIFDKDGRV I 

ACACCAGATTCTCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTAT 

1081 -+ ^ + -+ + 1140 

TGTGGTCTAAGAGAATTTTTTCGTAAACITATAGTCGTCTCATTATTGTTCCATTCAAT^ 

TPDSLKKAFEYQQSNNKV.S .Y 

GTGTATGGACATGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAAT 

1141 + + + + + + 1200 

CACATACCTGTACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTA 

VYGHDAST YGSQDNIjNP LIN 
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PStI 

I 

GAAATCAGC:AAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACaTCGATGTTiUiGGAGGA2^GATC 

1201 + + + + + + 1260 

CTTOAGTCGTTTTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGG 

EISKIIS AA6NFDVKEERSA 

Ndel 
I 

GCTOCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATA 

1261 + + + + + + 1320 

CGAAGAAAT/^CGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTAT 

ASLLQLSGNASDFSYGRNSI 

ACTTTGACAGCATCAGCATAATATATTAATTTAAATGATAGCAATCTTACTGGGCTGTGC 

1321 4- + + +- + 1380 

TGAAACTGTCGTAGTCGTATTATATAATTAAATTTACTATCGTTAGAATGACCCGACACG 

TLTASA*- 



1381 + + + + + + 1440 

GTGTATTCTAACGATAAAAAAACCTCAGTATTACCTAAGAACAGTATTTTAACTAATACC 



1441 + + + + + : + 1500 

CAATATGCGGGACCax:TAAAATCGGGTTATGGTATTGCAGAGACAATTGGGCCTTCTTTA 

TAAACATAGATTTGACACAGACGGGACTGGTCTGGGATTAACGTCATGGTTGCTTGCTGC 

1501 + + + : + + + 1560 

ATTTGTATCTAAACTGTGTCTGCCCTGACCAGACCCTAATTGCA6TACCAACGAACGACG 

GAAATCTTTAGAACTAAAGGTAAAACAGGTAAAAAAAACAATTGACCGATTAAACTTTAT 

1561 + + + + + + .1620 

CTTTAGAAATCTTGATTTCCATTTTGTCCATTTTTTTTGTTAACTC^ 



TTCTCTGCCCGCATTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTGACTAAAGTCAG 

1621 + + + + + 1680 

AAGAGACGGGCGTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAA6ACTGATTTCAGTC 

TAAAGAAGCAAACAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCGTGTTCTCGA 

1681 + + + + + + 1740 

ATTTCTTCGTTTGTCTATAGAATAAAGACTAGACCTCGTCGCTTTAGGGGCACAAGAGCT 
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ACAGTCTGAGTTTGAGGCGTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTCCCGTTCTTC 

1741 + ' + + -+ + + 1800 

TGTCAGACTCAAACTCCGCAATATASTCCCCGTATAATAAGAATAGCGAAGGGCAAGAAG 

TGTTGCCGQGAAACTGGCGAAATTTGACTTTACCTGGTTTATTCCTGCCATTATAAAATA 

1801 + + + + + + I860 

ACAACGGCCCTTTGACCGCTTTAAACTGAAATGGACCAAATAAGGACGGTAATATTTTAT 



1861 +— ^ + + + + + 1920 

GTCCTCTTATAAATAACTTTGGGAACAACACAGACAAAAAAATGTTAATAAACGTAATTA 

AACCCCCCTTTTTTTTCAGGTGGTTAT6GACAAAGTATTAGTGCACAGGGGATTTTCAAC 

1921 + + + + + r + 1980 

TTGGGGGGAAAAAAAAGTCCACCAATACCTGTTTCATAATCACGTGTCCCCTAAAAa 

TCTTAATGTTATTACTGTCGCATTATCTGTTGTGGTGGTGTTTGAGATTATACTCAGCGG 

1981 + + + + + + 2040 

AGAATTACAATAATGACAGCGTAATAGACAACACCACCACAAACTCTAATATGAGTCGCC 

TTTAAGAACTTACATTTTTGCACATAGTACAAGTCGGATTGATGTTGAGTTGGGTGCCAA 

2041 + + + +--. + + 2100 

AAATTCTTGAATGTAAAAACGTGTATCATGTTCAGCCTAACTACAACTCAACCCACGGTT 

ACTCTTCCGGCATTTACTGGCGCTACCGATCTCTTATTTTGAGAGTCGTCGTGTTGGTGA 

2101 + + + + + + 2160 

TGAGAAGGCCGTAAATCACCGCXSATGGCTAGAGAATAAAACTCTCAGCAGCACAACCACT 

TACaXSTTGCCAGGGTAAGAGAATTAGACCAGATCCGTAATTTTCTGACAGGACAGGCAlT 

2161 + + + + — + + 2220 

ATGACAACGGTCCCATTCaOTTAATCa?GGTCTAGGCATTAAAAGACTGTCCTGTCCGTAA 

AACATCTGTTCTGGACTTATTATTTTCATTCATATTTTTTGCGGTAATGTGGTAOT 

2221 — + + + + + + 2280 

TTGTAGACAAGACCTGAATAATAAAAGTAAGTATAAAAAACGCCATTACACCATAATGTC 

Hindlll 
I 

TCCAAAGCTTACTCTGGOXSATCTTATTTTCGCTGCCTTGTTATGCTGCATGGTCTXOTOT 

2281 + + + + — + + 2340 

AGGTTTCGAATGAGACCACTAGAATAAAAGCGACGGAACAATACGACGTACCAGACAAAA 

TATTAGCCCCATTOTGCGACGTCGCCTTGATGATAAGTTTTCACGGAATGCGGATAATCA 

2341 + + + + + 2400 

ATAATCGGGGTAAAACGCTGCAGCGGAACTACTATTCAAAAGTGCCTTACGCCTATTAGT 
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ATCTTTCCTGGTGGAATCAGTCACGGCGATTAACACTATAAAAGCTATGGCAGTCTCACC 

2401 + + + + + + 2460 

TAGAAAGGACCACCTTAGTCAGTGCCGCTAATTGTGATATTTTCGATACCGTCAGAGTGG 



Ndel PstI 

I 1 ' 

TCAGATGACGAACATATGGGACAAACAATTGGCAGGATATGTTGCTGCAGGCTTCAAAGT 

2461 + + + + + 2520 

AGTCTACTGCTTGTATACCCTGTTTGOyrAACCGTCCTATACAACGACGTCCGAAGTTTCA 

GACAGTATTAGCAACCATTGGTCAACAAGGAATACAGTTAATACAAAAGACTGTTATGAT 

2521 -h + + + + + 2580 

CTGOH^TAATCGTTGGTAACCAGaTOTTCCTTATGTCAATTATGT^ 

CATCAACCTGTGGTTGGGAGCACACCTGGTTATTTCCGGGGATTTAAGTAOJTGGTCAGTT 

2581 + + + +— + + 2640 

GTAGTTGGACACCAACCCTCGTGTGGACCAATAAAGGCCCCTAAATTCATAACCAGTCAA 

AATTGCTTTTAATATGCTTGCTGGTCAGATTGTTGCACCGGTTATTCGCCTTGCACAAAT 

2641 + + + + + + 2700 

TTAACGAAAATTATACGAACQACCAGTCTAACAACGTGGCCAATAAGCGGAACGTGTTTA 

CTGGCAGGATTTCCAGCAGGTTGGTATATCAGTTACCCGCCTTGGTGATGTGCTTAACTC 

2701 + + + + + ' + 2760 

GACGGTCCTAAAGGTCGTCCAACCATATAGTCAATGGGCGGAACCACTACACGAATTGAG 

TCCAACTGAAAGTTATCATGGGAAACTGGCATTACCGGAAATTAATGGTGATATCACTTT 

2761 + + + + + + 2820 

AGGTTGACTTTCAATAGTACCCTTTGACCGTAATGGCCTTTAATTACCACTATAGTGAAA 

TCGTAATATCCG6TTTCGCTATAAGCCTGACTCTCCGGTTATTTTAGATAATATCAATCT 

2821 + + + + + : + 2880 

AGCATTATAGGCCAAAGCGATATTCGGACTGAGAGGCCAATAAAATCTATTATAGTTAGA 

CAGTATTAAGCAGGGGGAGGTTATTGGTATTGTCGGACGTTCTGGTOSCAGGAAAA^ 

2881 + + + + + + 2940 

GTCATAATTCGTCCCCCTCCAATAACCATAACAGCCTGCAAGACCAAGTCCTTTTTCX3TG 

ATTAACTAAATTAATTCAACGTT 

2941 -+ +— 2963 

TAATTGATTTAATTAAGTTGCAA 
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Enzimas que cor tan:- 

BainHI Hindi II Ncol * Ndel 

Enzimas C[ue no cor tan: 

EcoRI Nhel Not I SphI 
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PstI Sail Sfil 



Fig. 9 



